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RESUMO 
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) é um patógeno emergente causador de 
diarréia aguda e persistente em todo o mundo. A formação de biofilme, um aspecto 
notável da sua patogenicidade, está relacionada à persistência da infecção e requer 
tratamento antimicrobiano, sendo sugerido o uso de ampicilina, quinolona, 
sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina. Como as técnicas habituais de 
determinação de suscetibilidade não refletem a atividade em biofilme tivemos como 
objetivo determinar a concentração mínima inibitória de biofilme (MBIC) de nove 
antimicrobianos de oito classes, e determinar a concentração mínima de erradicação 
do biofilme (MBEC), por meio do sistema Calgary (peg-lid), para amostras clínicas 
de EAEC, para as cepas protótipos EAEC 042 e EAEC 17-2 e para cepa de 
referência ATCC 25922. Concentração mínima inibitória (CMI) foi determinada para 
35 amostras por diluição em ágar e foram selecionadas 20 sensíveis aos 
antimicrobianos ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, cloranfenicol, ciprofloxacina, 
tetraciclina e tobramicina e 19 a sulfametoxazol/trimetoprim para determinação da 
MBIC. Biofilme foi formado em Meio Mínimo de Eagle Modificado por Dulbecco com 
glicose 0,4% e foram determinados o tempo de maturação do biofilme e a 
intensidade de formação, tanto no poço da microplaca quanto no peg-lid. A 
maturação do biofilme foi atingida com 24 h; oito e 12 amostras foram classificadas 
como fortes e fracas formadoras de biofilme, respectivamente. Biofilme de 24 h foi 
submetido a diluições dobradas dos antimicrobianos em caldo Mueller-Hinton 
ajustado com cátion e densidade óptica a 650 nm (DO650) foi medida após a 
recuperação do biofilme por ultrasom, antes e após a incubação a 37ºC por 6 horas. 
A MBIC revelou que os biofilmes foram: (i) 100% (20/20) resistentes à tetraciclina, 
cloranfenicol e sulfametoxazol/trimetoprim e 90% (18/20) à ampicilina; (ii) 90% 
(18/20) com resistência intermediária à ceftriaxona e cefotaxima, (iii) 95% (19/20), 
sensíveis à ciprofloxacina, 80% (16/20) à cefoxitina e 75% (15/20) à tobramicina. 
Biofilme aumentou a concentração inibitória dos antimicrobianos em 2 vezes a até 
4.266,7 vezes a CMI e amostras fortes formadoras aumentaram a MBIC de 
ampicilina, ceftriaxona e tobramicina mais do que as fracas formadoras (p<0,05). A 
MBEC foi sempre superior à MBIC e à última concentração testada, com exceção de 
cefoxitina e cefotaxima para uma amostra. Tempo de maturação de biofilme de 48h, 
e 72h não interferiu na MBIC. Em conclusão, a ciprofloxacina apresentou ótima 
 
 
atividade para biofilme de EAEC, seguida por cefoxitina e tobramicina e que não 
devem ser preconizados os antimicrobianos que se mostraram ineficazes como 
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclinas para tratamento de infecção por 
EAEC. 
Palavras-chave: Escherichia coli enteroagregativa. Biofilme. Susceptibilidade 
antimicrobiana. Concentração Mínima Inibitória de Biofilme. 
ABSTRACT 
Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathogen that causes 
acute and persistent diarrhea worldwide. Biofilm formation, a notable aspect of its 
pathogenicity, is related to the persistence of infection and requires antimicrobial 
treatment, and the use of ampicillin, quinolone, sulfamethoxazole/trimethoprim and 
tetracycline is suggested. As usual techniques of determination of susceptibility do 
not reflect biofilm activity we aimed to determine the minimum inhibitory 
concentration of biofilm (MBIC) of nine antimicrobials of eight classes, and to 
determine the minimum concentration of biofilm eradication (MBEC) by means of 
(peg-lid), for EAEC clinical samples, for prototype strains EAEC042 and EAEC17-2  
and for reference strain ATCC 25922. Minimum inhibitory concentration (MIC) was 
determined for 35 samples per agar dilution and 20 antimicrobial susceptible 
samples were selected for ampicillin, cefotaxime, ceftriaxone, chloramphenicol, 
ciprofloxacin, tetracycline and tobramycin and 19 to sulfamethoxazole/trimethoprim 
for determination of MBIC. Biofilm was formed in Dulbecco's Modified Eagle 
Minimum Medium with 0.4% glucose and the biofilm maturation time and formation 
intensity were determined both in the microplate well and in the peg-lid. The biofilm 
maturation was achieved with 24 h; eight and 12 samples were classified as strong 
and weak biofilm forming, respectively. 24 h Biofilm was subjected to folded dilutions 
of the antimicrobials in Mueller-Hinton broth adjusted with cation and optical density 
at 650 nm (OD650) was measured after ultrasonic biofilm recovery, before and after 
incubation at 37 ° C for 6 hours. MBIC revealed that the biofilms were: (i) 100% 
(20/20) resistant to tetracycline, chloramphenicol and sulfamethoxazole/trimethoprim 
and 90% (18/20) to ampicillin; (ii) 90% (18/20) with intermediate resistance to 
ceftriaxone and cefotaxime, (iii) 95% (19/20), ciprofloxacin-sensitive, 80% (16/20) to 
cefoxitin and 75% (15/20) to tobramycin. Biofilm increased the inhibitory 
concentration of the antimicrobials by 2 to 4,266.7 times the MIC and the strong 
forming samples increased the MBIC of ampicillin, ceftriaxone and tobramycin more 
than the weak formers (p <0.05). The MBEC was always superior to the MBIC and to 
the last concentration tested, with the exception of cefoxitin and cefotaxime for a 
sample. Biofilm maturation time of 48h, and 72h did not interfere with MBIC. In 
conclusion, ciprofloxacin presented excellent activity for EAEC biofilm, followed by 
cefoxitin and tobramycin, and antimicrobials that were ineffective as ampicillin, 
 
 
sulfamethoxazole/trimethoprim and tetracyclines for the treatment of EAEC infection 
should not be recommended. 
 
Keywords: Enteroaggregative Escherichia coli. Biofilm. Antimicrobial susceptibility. 
Minimum Biofilm Inhibitory Concentration.  
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1 INTRODUÇÃO 
A diarreia, normalmente um sintoma de infecção gastrointestinal, é definida pela 
Organização Mundial da Saúde como a eliminação de três ou mais fezes líquidas 
por dia ou de consistência reduzida, ou em número de vezes maior do que o usual. 
Ela pode ser classificada em aguda, quando tem duração inferior a 14 dias, ou em 
persistente, quando a duração é de pelo menos 14 dias (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 2016). A forma grave da doença é uma das principais causas de 
morbidade e mortalidade entre crianças, a maior parte ocorrendo em países em 
desenvolvimento (BLACK et al., 2010; CROXEN et al., 2013; NATARO, 2013). 
Diversos são os agentes etiológicos da diarreia de natureza infecciosa, podendo ser 
devido a bactérias, vírus e parasitas. Dentre os agentes bacterianos, os patotipos 
diarreiogênicos de Escherichia coli (DEC) tem um papel importante e representam 
um dos maiores problemas de saúde pública em países em desenvolvimento 
(CROXEN et al., 2013). Existem seis patotipos de DEC e destes, a E. coli 
enteroagregativa (EAEC) têm emergido como um importante patógeno de 
gastroenterite, relacionada tanto à diarreia aguda quanto persistente em crianças e 
adultos (NATARO & KAPER, 1998; NATARO,  2005; JAFARI et al., 2013). 
A EAEC é um patotipo heterogêneo com uma patogênese complexa relacionada à 
aderência ao epitélio intestinal, à produção de um amplo repertório de enzimas e 
toxinas e à capacidade de produção de biofilme (CROXEN et al., 2013; JENSEN et 
al., 2014). Devido à sua associação com infecção persistente, desnutrição, retardo 
do crescimento e deficiência de vitamina A, a Organização Mundial da Saúde e o 
Ministério da Saúde recomendam a terapia com antimicrobianos (WORLD HEALTH 
ORGANIZATION, 2016; TRABULSI, ALTERTHUM, 2008). A seleção dos 
antimicrobianos a serem usados deve ser idealmente baseada em testes de 
susceptibilidade. Entretanto, os testes padronizados qualitativos e quantitativos 
usuais como de difusão do disco, diluição em ágar ou microdiluição em caldo 
revelam apenas as propriedades fisiológicas da bactéria em sua forma plantônica, 
que são diversas das do biofilme, quando as bactérias são de difícil ou impossível 
erradicação (HØIBY et al., 2010; TAGLIABUE et al., 2010). Devido a aspectos de 
estrutura bioquímica do biofilme (matriz polimérica extracelular- EPS), tempo de 
formação e da natureza dos antimicrobianos, a interação pode se dar de modo 
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diverso e a atividade antibacteriana ser ou não eficaz (COSTERTON et al., 1999; 
MONROE, 2007). 
Neste sentido, o conhecimento da susceptibilidade aos antimicrobianos de bactérias 
em biofilme é necessário para a indicação adequada da terapia antibacteriana. 
Porém, pelo menos dois desafios são interpostos. Primeiro, embora a E. coli seja 
facilmente identificada em diagnóstico laboratorial de rotina, a caracterização do 
patotipo EAEC requer a realização de aderência em cultura de células, considerada 
padrão ouro, ou de métodos moleculares, o que somente são realizados em 
laboratórios especializados de pesquisa (NATARO et al., 1987; TOKUDA et al., 
2010). Segundo, os testes para determinação da concentração mínima inibitória de 
biofilme (MBIC), como propostos a partir do final da década de 90 em poços de 
microplacas de poliestireno ou pegs de tampas de microplacas modificadas (peg lid) 
(CERI et al., 1999; MOSKOVITZ et al., 2004; HARRISON et al., 2010; MACIÁ et al., 
2014), são procedimentos extremamente laboriosos para serem implantados na 
rotina laboratorial e ainda, não padronizados por agências reguladoras como Clinical 
& Laboratory Standards Institute (CLSI) ou European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing (EUCAST). 
Cabe destacar ainda que, até o momento, não existe na literatura estudos realizados 
que determinem a MBIC para EAEC e somente poucos estudos foram realizados 
para essas bactérias em sua forma plantônica (Anexo 1). O tratamento empírico com 
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclinas e quinolonas é sugerido para 
infecção por EAEC (KONG et al., 2015), mas não sabemos se efetivamente esses 
antimicrobianos apresentariam atividade em biofilme.  
Neste sentido, propusemos analisar o impacto do biofilme na susceptibilidade de 
amostras de EAEC a oito classes de antimicrobianos, incluindo as quatro classes 
sugeridas para tratamento, a fim de evidenciar aqueles que teriam ou não eficácia 
no tratamento empírico.   
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1 ESCHERICHIA COLI E PATOTIPOS DIARREIOGÊNICOS 
Escherichia coli é um bacilo gram-negativo da família Enterobacteriaceae, anaeróbio 
facultativo que pode ser imóvel ou móvel, com flagelos peritríquios. Coloniza o 
intestino de vertebrados e invertebrados e faz parte da microbiota normal de 
humanos a partir das primeiras horas após o nascimento (KAPER et al., 2004; 
TRABULSI, ALTERTHUM, 2005). O nicho de E. coli comensal é a camada mucosa 
do cólon de mamíferos, sendo um competidor altamente bem sucedido neste local e 
o anaeróbio facultativo mais abundante da microbiota intestinal humana (NATARO & 
KAPER, 1998).  
E. coli é uma bactéria altamente versátil e, evolutivamente, várias estirpes 
adquiriram fatores de virulência específicos, gerando patotipos capazes de se 
adaptar a novos nichos e de causar um amplo espectro de doenças (KAPER et al., 
2004). Estes patotipos podem causar desde infecções extraintestinais, como do trato 
urinário, sepse e meningite, a infecções intestinais, sendo estes denominados 
patotipos diarreiogênicos de E.coli (DEC) e implicados na diarreia em todo o mundo 
(NATARO & KAPER, 1998; OKEKE, NATARO, 2001; HUANG et al., 2006, 2007). 
Assim, grandes grupos de genes de virulência, ilhas de patogenicidade, podem ser 
encontrados em plasmídios ou integrados no cromossomo das E. coli patogênicas, 
mas não nas não patogênicas (CROXEN & FINLAY, 2010; CROXEN et al., 2013; 
TRUNG et al., 2016).  
Seis patotipos de DEC têm sido definidos baseando-se nos mecanismos de 
virulência, patogênese e manifestações clínicas: E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. 
coli enteroemorrágica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli 
enteropatogênica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderência 
difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004) (Figura 1). Destes, a EAEC, considerada um 
patotipo emergente, é o objeto deste estudo e será caracterizada a seguir. 
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Figura 1 – Representação esquemática da patogênese resumida dos seis patotipos diarreiogênicos 
de Escherichia coli (Adaptado de KAPER et al., 2004). EPEC (E. coli enteropatogência): possui o 
pilus BFP (EPEC típica) responsável por aderência bactéria-bactéria e bactéria a células epiteliais e 
causa lesão A/E (Attaching/Effacing) (EPEC típica e atípica). EHEC (E. coli enteroemorrágica): produz 
a toxina Stx e causa lesão A/E. ETEC (E. coli enterotoxigênica): adere por meio de fator de 
colonização (CFA) ao enterócito e produz enterotoxinas termo lábil (LT) e/ou termo estável (ST). 
EAEC (E. coli enteroagregativa): adere por meio de fímbrias de aderência agregativa (AAFs) dentre 
outras, produz biofilme e enterotoxinas. EIEC (E. coli enteroinvasora): invade células epiteliais 
disseminando lateralmente por meio de polimerização polar de actina. DAEC (E. coli de aderência 
difusa): induz a formação de projeções longas e finas da superfície celular, que envolve a bactéria e a 
protege da ação de antimicrobianos. BFP: Bundle-forming pilus. Stx: toxina Shiga-like. ShET1: 
Enterotoxina tipo 1 de Shigella. Pic: toxina autotransportadora. EAST1: Toxina termoestável tipo 1 de 
EAEC. Pet: plasmid encoded toxin.  
 
2.2 ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA (EAEC) 
2.2.1 Aspectos gerais e diagnóstico laboratorial 
A EAEC é um dos últimos patotipos descritos, que foi identificada em crianças 
chilenas com diarreia persistente por meio da observação de um novo padrão de 
25 
 
aderência em cultura de células humanas HEp-2 e/ou HeLa (NATARO et al., 1987). 
Este padrão de aderência foi denominado de aderência agregativa (AA) por 
aderirem numa configuração semelhante a “tijolo empilhado” à superfície das 
células, sobre a lamínula livre de células, ou até mesmo umas às outras (Figura 2) 
(NATARO et al., 1987). Esse fenótipo AA é codificado em plasmídios de 60-65 MDa, 
denominados de pAA (plasmid Aggregative Adherence) (VIAL et al., 1988).  
A EAEC é classificada em típica (tEAEC) ou atípica (aEAEC) conforme a presença 
ou ausência do regulon AggR, respectivamente, que é definido como a presença do 
gene aggR que codifica o regulador transcripcional AggR e dos genes que codificam 
as fímbrias de aderência agregativa (AAF), o gene aap, que codifica a proteína de 
superfície dispersina e o gene aat, que codifica o sistema de secreção para o 
transporte da dispersina na superfície bacteriana que são por ele regulados 
(HARRINGTON et al., 2005; MORIN et al., 2013).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 – Padrão de aderência agregativa em células HEp-2, na forma de “tijolo-empilhado” (seta) 
(NATARO & KAPER, 1998).  
 
Este patotipo é caracterizado pela grande heterogeneidade entre os isolados quanto 
aos seus potenciais fatores de virulência (SCHMDIT et al., 1995; HUANG et al., 
2006; CROXEN & FINLAY, 2010; ALI et al., 2014). Adesinas e toxinas e vários 
outros fatores de virulência tem sido descritos em isolados de EAEC, codificados por 
genes plasmidiais e cromossômicos (NATARO & KAPER, 1998) (Quadro 1).  
A heterogeneidade da EAEC quanto aos prováveis fatores de virulência, torna a sua 
identificação um desafio para o diagnóstico laboratorial por não apresentar um 
marcador que seja comum a todas as amostras (HUANG et al., 2006; CROXEN & 
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FINLAY, 2010). Por este motivo, o padrão-ouro de identificação se mantém a 
aderência em cultura de células (NATARO et al., 1987; BANGAR & MAMATHA, 
2008; JENKINS et al., 2006).  
Quadro 1 - Fatores de virulência do patotipo de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e 
respectivos mecanismos de ação 
Fatores de 
Virulência 
Mecanismo de ação Referências 
Adesinas fimbriais 
AAF/I – V 
Fimbrias de aderência agregativa que 
viabilizam a aderência inicial no epitélio 
intestinal. Todas são reguladas pelo regulador 
transcripcional AggR e presentes no plasmídio 
AA. 
JONSSON et al., 2015 
Adesinas afimbriais Adesinas que auxiliam na aderência agregativa. 
Codificadas no plasmídio AA. 
CROXEN et al., 2013 
Dispersina Induz alterações na superfície eletrostática 
lipopolissacarídea das bactérias, importante 
para as propriedades de aderência e de 
dispersão na mucosa intestinal da EAEC. 
OKHUYSEN & DUPONT, 
2010 
Toxinas 
            EAST-1 
 
 
ShET1 
 
 
 
Pet 
 
 
Pic 
 
Enterotoxina termoestável que ativa adenilato 
ciclase induzindo aumento dos níveis de GMP 
cíclico. Está associada à diarreia aquosa. 
 
SAVARINO et al., 1991 
Enterotoxina, identificada primeiramente em 
Shigella flexneri, provoca aumento de fluidos, 
sendo associada com diarreia secretória. 
JENSEN et al., 2014 
Serinoprotease autotransportadora que cliva 
espectrina no citoesqueleto epitelial e está 
associada a fezes mucóides. 
NAVARRO-GARCIA et 
al., 1998 
Mucinase que pode interferir na integridade da 
membrana mucosa e induzir hemaglutinação. 
DURAND et al., 2016 
AggR Regulador transcripcional presente no 
plasmídio pAA, que controla a expressão de 
vários fatores de virulência e de grupos de 
genes relacionados à patogenicidade tanto 
plasmidiais quanto cromossômicos. 
JENSEN et al., 2014 
Técnicas moleculares têm sido desenvolvidas para detectar EAEC como métodos de 
hibridização do DNA, por meio da sonda para o plasmídio da cepa EAEC 17-2 
(pCVD432 ou pAA) ou métodos de PCR para amplificar alguns genes de virulência 
(BAULDRY et al., 1990; CERNA et al., 2003; GOMES et al., 2016). No entanto, 
devido à heterogeneidade e ao fato da virulência de EAEC resultar da combinação 
de múltiplos fatores, torna-se um desafio diferenciar as estirpes patogênicas das não 
patogênicas pelos métodos moleculares utilizados atualmente. 
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2.2.2 Patogênese e aspectos clínicos 
A EAEC é relatada como causa de diarreia aguda e persistente (≥14 dias de 
duração) em crianças e adultos de países desenvolvidos e em desenvolvimento, de 
diarreia dos viajantes, de surtos, além de ser um patógeno oportunista associado à 
diarreia em pacientes imunodeficientes (HIV positivos) e crianças desnutridas 
(OKEKE e NATARO, 2001; HUANG, OKHUYSEN, et al., 2004; HUANG et al., 2006; 
HILL & BEECHING, 2010; NAVARRO-GARCIA & ELIAS, 2011). No Brasil, a EAEC é 
descrita em diversos estudos, inclusive sendo um dos patotipos mais 
frequentemente isolados (GOMES, BLAKE, TRABULSI, 1989; SCALETSKY et al., 
2002;  ARAÚJO et al., 2007; SPANO, SADOVSKY, SEGUI et al., 2008; IKUMAPAYI, 
et al., 2017). 
A transmissão da EAEC ocorre pela via fecal-oral, por meio de ingestão de 
alimentos e água contaminados (OKEKE & NATARO, 2001; KOO et al., 2008; VIGIL 
et al., 2009; OKHUYSEN & DUPONT, 2010; ALI et al., 2014). Os fatores de risco 
para infecção incluem higiene precária, viagem a países em desenvolvimento e 
susceptibilidade do hospedeiro (SMITH et al., 1997; HUANG, MOHANTY, DUPONT, 
2006; OUNDO et al., 2008). 
Embora a patogênese da EAEC seja muito complexa (STEINER et al., 1998; ELIAS 
et al., 2002; BASU et al., 2004; HARRINGTON et al., 2005), Nataro e Kaper (1998) 
propuseram um modelo constituído por três etapas: (i) adesão inicial à mucosa 
intestinal; (ii) produção de biofilme, o que favorece uma colonização persistente e 
má-absorção de nutrientes; e (iii) produção de toxinas e indução de processo 
inflamatório, que resulta em danos à mucosa e secreção intestinal, com 
desencadeamento da diarreia (Figura 3). 
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Figura 3 – Estágios da patogênese da EAEC. (1) Aderência ao epitélio intestinal facilitada por 
adesinas. (2) Hipersecreção de muco. (3a) Secreção de toxinas. (3b) Indução de resposta 
inflamatória (Adaptado de https://pt.slideshare.net/Wishofnight13/master-thesis-presentation-
11402753). 
O padrão agregativo dessas bactérias parece contribuir para a ligação à superfície 
celular e autoagregação (JENSEN et al., 2014). A aderência inicial ao epitélio 
intestinal é facilitada por adesinas fimbriais, as denominadas fímbrias de aderência 
agregativa (AAF), e afimbriais, sendo o primeiro passo da colonização bacteriana no 
intestino (NATARO et al., 1992; HUANG, MOHANTY, DUPONT, 2006; ESTRADA-
GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012; CROXEN et al., 2013) (Figura 3, Quadro 1). A 
fímbria se liga aos componentes da matriz extracelular das células epiteliais 
intestinais como laminina, colágeno tipo IV e fibronectina (IZQUIERDO et al.,2014). 
A indução da hipersecreção de muco pelo estímulo das células caliciformes e 
formação do biofilme que ocorrem após a colonização são aspectos marcantes da 
infecção pela EAEC (STEINER et al., 1998; MONDAL et al., 2009; NAVARRO-
GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). O biofilme contribui para a infecção 
persistente, pois permite que as bactérias escapem do sistema imunológico local e 
confere limitação à ação dos agentes antimicrobianos (VAN HOUDT et al., 2004; 
OKHUYSEN & DUPONT, 2010; JENSEN et al., 2014; MITTAL et al., 2015). 
Consequentemente ocorrem mais danos ao epitélio intestinal causados pela 
liberação de toxinas bacterianas que desempenham um papel importante na diarreia 
secretora, típica manifestação clínica da infecção por EAEC (JENSEN et al., 2014).  
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As manifestações clínicas de EAEC mais comumente reportadas são diarreia 
aquosa com ou sem sangue ou muco, dores abdominais, náuseas, vômitos e febre 
(STEINER et al., 1998; NATARO et al., 2006; HUANG et al., 2007; MENDEZ-
ARANCIBIA et al., 2008; FLORES e OKHUYSEN, 2009; OKEKE et al., 2011). O 
comprometimento crônico no funcionamento do intestino causado pela infecção 
persistente tem sido associado à desnutrição e ao baixo desenvolvimento físico e 
intelectual em crianças (NATARO et al., 1998; OPINTAN et al., 2010; OKHUYSEN & 
DUPONT, 2010). Ainda, a presença de marcadores fecais inflamatórios, como 
lactoferrina fecal e interleucinas (IL-8 e IL-1), foi associada à dificuldade de ganho de 
peso e de estatura de crianças com enterite causada por EAEC (LIMA et al., 1992). 
 
2.3 BIOFILME BACTERIANO 
2.3.1 Definição e formação do biofilme 
Biofilme bacteriano é caracterizado por ser uma comunidade complexa de 
microrganismos envoltos em material polissacarídico extracelular aderido a 
superfícies bióticas e abióticas (COSTERTON et al., 1995; COSTERTON et al., 
1999; VAN HOUDT et al., 2004; HOIBY et al., 2010; LEMBRE et al., 2012). Os 
microrganismos em biofilme são beneficiados devido ao ambiente polimicrobiano 
envolto por uma matriz polimérica, que confere proteção contra os antimicrobianos e 
contra a resposta imunológica humoral e celular do hospedeiro (VAN HOUDT et al., 
2004).  
A formação do biofilme é um processo de múltiplas etapas que envolvem: (i) 
aderência inicial e reversível das bactérias plantônicas a superfícies; (ii) transição da 
aderência reversível para a irreversível, mediada por adesinas e/ou por produção de 
substâncias poliméricas extracelulares (EPS) pela bactéria; (iii) desenvolvimento 
inicial da arquitetura do biofilme; (iv) formação de microcolônias dentro do biofilme 
maduro e; (v) dispersão de células do biofilme para o ambiente ao redor, com 
retorno ao estado plantônico e possibilidade de colonização de novo ambiente 
(Figura 4) (MONROE, 2007; CHENG et al., 2010). 
30 
 
 
Figura 4 – Ilustração das fases de formação do biofilme: (1) aderência inicial; (2) aderência 
irreversível; (3) desenvolvimento inicial do biofilme (4) formação de microcolônias dentro do biofilme 
(5) dispersão de células do biofilme (Adaptado de MONROE, 2007). 
 
O crescimento tridimensional que ocorre com a maturação do biofilme gera um 
ambiente físico-químico heterogêneo contendo, além do EPS, uma variedade de 
macromoléculas incluindo proteínas, lipídios, polissacarídeos e DNA (BELOIN et al., 
2010) (Figura 5). As EPS são reconhecidas como elementos essenciais para dar 
forma e porte estrutural ao biofilme (SUTHERLAND, 2001; LEMBRE et al., 2012). 
Estas substâncias são diversificadas e estão frequentemente envolvidas no 
estabelecimento do contato célula-célula (BRANDA et al., 2005; SIMM et al., 2005). 
 
Figura 5 – A complexa estrutura do biofilme bacteriano. A. Microcolônias no biofilme bacteriano 
são caracterizadas por matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS), composta de DNA 
extracelular, polissacarídeos, proteínas, fibras amilóides e bacteriófago. B. Ao passar do tempo, 
ocorre dispersão das células do biofilme, muitas células bacterianas morrem e ocorre a variação 
genotípica e fenotípica das células em biofilme (Adaptado de MCDOUGALD et al., 2012). 
 
Neste ambiente, a bactéria difere dos seus homólogos plantônicos onde, em adição 
à síntese de EPS, os microrganismos estabelecem um sistema denominado quorum 
sensing (QS), em que produzem e secretam pequenas moléculas difusíveis 
  Nutrientes 
Quorum 
sensing 
 
    
Cepa “irmã” eDNA 
Proteína 
Polissacarídeo 
Fibras amilóides 
Filamentos do fago 
Tempo 
Células dispersas 
Morte celular 
Ácidos graxos 
Oxigênio 
Ácido nítrico 
A B 
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sinalizadoras (autoindutoras), relacionadas à comunicação intercelular dependente 
da densidade bacteriana, que são detectadas por receptores de outra bactéria (VAN 
HOUDT et al., 2004; BRITO et al., 2013) (Figuras 5 e 6). 
 
Figura 6 - Quorum-sensing envolve dois componentes regulatórios: a proteína ativadora 
transcripcional (Proteína R) e as moléculas autoindutoras (AI) produzidas pela autoindutora sintase. 
Acumulação de AI ocorre de uma maneira célula-dependente da densidade até que um nível limite 
sejaatingido. Neste momento, o AI se liga e ativa a proteína R, que por sua vez induz expressão de 
genes-alvo. A proteína R consiste de dois domínios: a terminação N da proteína que interage com o 
AHL e terminação C que está envolvida na ligação do DNA (Adaptado de KIEVIT & IGLEWSKI, 
2000).  
As moléculas de sinalização podem desempenhar papéis no biofilme, tais como o 
desencadeamento de um biofilme específico mediante estresse e resistência a 
biocidas (VAN HOUDT et al., 2006). Como biofilmes são comunidades mistas, a 
resistência pode ser desencadeada em membros da comunidade do biofilme nos 
quais não foram produzidas moléculas sinalizadoras (VAN HOUDT et al., 2004). 
Além de utilizar a detecção de QS como meio de comunicação para a formação e 
desenvolvimento de biofilmes, estas moléculas sinalizadoras regulam a produção de 
fatores de virulência, como no estudo com Pseudomonas aeruginosa (proteases, 
Exotoxina A e piocianina) e tem sido implicada na resistência aos antimicrobianos 
(WAGNER et al., 2003). 
 
2.3.2 Componentes do biofilme de E. coli 
Três exopolissacarídeos têm sido mostrados como importantes na constituição do 
biofilme de E. coli: (i) polímero de β-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA), (ii) ácido 
colânico e (iii) celulose (HANNA et al., 2003; SCHEMBRI et al., 2004; AGLADZE et 
al., 2005) (Figura 7). O PGA está envolvido tanto na adesão célula-célula quanto a 
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superfícies (WANG et al., 2004; AGLADZE et al., 2005). A celulose, um 
homopolissacarídeo componente de parede celular vegetal, está associada com 
rigidez do biofilme na interface ar-líquido, característica esta que varia entre estirpes 
e é altamente dependente das condições ambientais (CZAJA et al., 2006). O ácido 
colânico é um polímero carregado negativamente de glicose, galactose, fucose e 
ácido glicurônico, que forma uma matriz protetora ao redor da célula bacteriana 
(BELOIN et al., 2010). Foi demonstrado que o ácido colânico é induzido por 
antimicrobianos β-lactâmicos em concentrações quase letais, podendo exacerbar a 
formação e a persistência do biofilme (SAILER et al., 2003).  
 
Figura 7: Representação das moléculas dos três principais exopolissacarídeos da matriz de biofilme 
de Escherichia coli. 
2.3.3 Intensidade de formação de biofilme 
Os microrganismos são classificados como formadores ou não de biofilme e, sendo 
formadores, classificados quanto à espessura da matriz de exopolissacarídeo como 
forte ou fracos formadores de biofilme, por meio do ensaio de quantificação de 
biofilme (CHRISTENSEN et al., 1985). O método comumente utilizado para corar o 
biofilme é a coloração com cristal violeta (CHRISTENSEN et al., 1985; LI et al., 
2003; PITTS et al., 2003; PEETERS et al., 2008; STEPANOVIC et al., 2007; XU et 
al., 2016), mas outros estudos utilizam a safranina para corar o biofilme (HEILMANN 
et al., 1996; CRAMTON et al., 2001; DEIGHTON et al., 2001; MORETRO et al., 
2003; TORMO et al., 2005). O cristal violeta é um corante básico que cora moléculas 
de superfície carregadas negativamente de proteínas, matriz extracelular de 
exopolissacarídeo, células mortas e vivas, ou seja, cora a biomassa total do biofilme 
(LI et al., 2003). A safranina é um corante básico que cora a matriz de 
exopolissacarídeo. O corante solubilizado do biofilme é então submetido à leitura da 
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densidade óptica (DO) e apartir da média da DO e do desvio padrão do controle 
negativo (não formador de biofilme), a bactéria é classificada como forte ou fraca 
formadora se maior ou menor do que 2x ?̅? DOCN+3XDPCN, respectivamente 
(STEPANOVIC et al., 2007). 
2.3.4 Implicação clínica da formação de biofilme no controle da infecção com 
antimicrobiano 
Tem sido estimado que 90% das infecções microbianas estão associadas com a 
formação de biofilme, o que contribui para a cronicidade de muitas delas 
(BARSOUMIAN et al., 2015). Em biofilme, as bactérias podem ser de 100 a 1000 
vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que as células plantônicas, 
sendo um problema crucial para tratamento de infecções crônicas (HOYLE, 
ALCANTARA, COSTERTON, 1992; COSTERTON, STEWART, GREENBERG, 
1999; MAH & O’TOOLE, 2001; DONLAN, COSTERTON, 2002; MONROE, 2007; ITO 
et al., 2009; HØIBY et al., 2010; BRACKMAN & COENYE, 2014; JENSEN et al., 
2014). 
Alguns mecanismos que justificariam a resistência aos agentes antimicrobianos 
pelas bactérias em biofilme tem sido descritos, como: (i) falha da penetração do 
antimicrobiano visto que as substâncias poliméricas que constituem a matriz do 
biofilme retardariam a difusão dos antimicrobianos, agindo como uma barreira e 
impedindo a ação dos antimicrobianos; (ii) adesão física do antimicrobiano aos 
componentes da matriz do biofilme após a penetração; (iii) limitação de água, 
nutrientes e oxigênio em zonas mais profundas do biofilme, o que faz com as 
bactérias entrem em um estado de crescimento lento ou de não crescimento; (iv) 
indução de um fenótipo de resistência em uma subpopulação bacteriana que resulta 
na expressão de mecanismos ativos, como alterações na permeabilidade da 
membrana e expressão de bombas de efluxo; (v) acúmulo de resíduos ácidos 
ocasionando em redução do pH e inativação da ação do antimicrobiano; (vi) 
capacidade das bactérias em acumular enzimas que degradam antimicrobianos, 
como beta-lactamases; (vii) aumento da frequência de mutação e intercâmbio 
genético horizontal que proporcionam uma alta densidade do número de bactérias 
resistentes (viii) Aumento da biomassa do biofilme, que com o aumento do número 
de células na matriz do biofilme dificulta a ação do antimicrobiano (COSTERTON, 
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STEWART, GREENBERG, 1999; MAH & O’TOOLE, 2001; STEWART & 
CONSTERTON, 2001; LEWIS, 2008; LAZÃR & CHIFIRIUC, 2010; JOLIVET-
GOUGEON & BONNAURE-MALLET, 2014). A Figura 8 ilustra alguns mecanismos 
relacionados à resistência antimicrobiana de biofilme, conforme apresentado por 
Stewart & Costerton (2001). 
 
Figura 8 – Representação de três hipóteses de mecanismos de resistência a antimicrobianos em 
biofilmes: 1. Em amarelo - baixa penetração – os antimicrobianos não penetram no biofilme, podendo 
ser inativados ou adsorvidos na superfície do biofilme; 2. Em verde – podem ocorrer alterações 
fenotípicas no microambiente do biofilme; 3. Em vermelho – nas zonas mais profundas do biofilme, 
pode ocorrer diminuição do metabolismo do microrganismo (STEWART & CONSTERTON, 2001). 
 
2.4 ANTIMICROBIANOS E E.coli ENTEROAGREGATIVA  
 
As infecções por EAEC são usualmente autolimitadas e a decisão para utilizar a 
terapia antimicrobiana deve ser feita individualmente (HUANG et al., 2004; KAUR et 
al., 2010). Porém, a fim de garantir a resolução e evitar os casos graves e 
persistentes, a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Ministério da Saúde do 
Brasil indicam reidratação oral nos quadros de diarreia aguda e antibioticoterapia 
nos casos de diarreia persistente (TRABULSI, ALTERTHUM, 2008; WORLD 
HEALTH ORGANIZATION, 2016).  
De acordo com Kong et al. (2015), ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, 
tetraciclinas e quinolonas, são os antimicrobianos considerados de primeira linha 
35 
 
para tratamento de infecção por EAEC devido à disponibilidade e baixo custo. 
Entretanto, a resistência descrita para amostras de EAEC isoladas em alguns países 
do mundo, conforme apresentado no Anexo A, variaram de 32,4-100% para 
ampicilina, 20-97% para tetraciclina, 23,8-100% para sulfametoxazol/trimetoprim e 
de 0-100% para ciprofloxacina, mas com medianas de resistência de 81% para 
ampicilina, de 70% para tetraciclina, 72,4% para sulfametoxazol/trimetoprim e de 
somente 1,1% para ciprofloxacina. Logo, esses dados são preocupantes, pois 
observamos alta resistência a três dos quatro antimicrobianos preconizados ou mais 
comumente utilizados. 
O uso inadequado do antimicrobiano pode acarretar em insucesso terapêutico, 
persistência da infecção e agravamento da situação clínica do paciente. A seleção 
dos antimicrobianos deve ser baseada em testes de susceptibilidade. Entretanto, os 
testes usuais revelam apenas as propriedades fisiológicas da bactéria em sua forma 
plantônica, que são diversas das do biofilme (TAGLIABUE et al., 2010). Sendo 
assim, os resultados não refletirão o aumento possível da resistência da bactéria em 
biofilme. Tendo em vista que o tratamento com antimicrobianos é recomendado em 
casos de infecções persistentes e os estudos de susceptibilidade para amostras de 
EAEC são escassos na literatura e somente foram realizados para forma plantônica 
da bactéria (ANEXO A), é necessária a utilização de métodos apropriados que 
indiquem o comportamento bacteriano em biofilme para definir aqueles que 
poderiam apresentar eficácia no tratamento da infecção intestinal. 
 
2.5 SISTEMAS IN VITRO PARA FORMAÇÃO DE BIOFILME 
Sistemas in vitro vem sendo desenvolvidos para inferir o comportamento das 
bactérias em biofilme, como para estudos de QS e da ação de antimicrobianos 
(COSTERTON et al., 1999; STEWART & COSTERTON, 2001; COSTERTON et al., 
2003; COENYE & NELIS, 2010).  
Os sistemas para a geração de biofilme utilizados em laboratório são: fluxo de 
células, gotejamento de fluxo, reatores de disco e reatores de tubo. Estes modelos 
apresentam diversas vantagens, incluindo o crescimento de biofilmes com altas 
densidades populacionais, rendimentos elevados de biomassa, condições de cultura 
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contínua e dinâmica de fluidos controlados (MACIÀ et al., 2014). No entanto, estes 
sistemas não possuem capacidade para produzir mais do que algumas amostras de 
biofilme de uma só vez. Além disso, uma vez que estes reatores dependem de fluxo 
contínuo, requerem grandes volumes de meio de cultura e são propensos à 
contaminação (HARRISON et al., 2010).  
Para permitir abordagens experimentais com pequenos volumes e com um número 
maior de amostras, dois métodos de cultura têm sido utilizados: o cultivo de biofilmes 
diretamente em poços de microplacas e em peg-lids para microplacas de 96 poços 
(CHRISTENSEN et al., 1985; CERI et al., 1999). O cultivo de biofilmes em 
microplacas é o método mais frequentemente utilizado (CHRISTENSEN et al., 1985; 
AMORENA et al., 1999; SHEIKH et al., 2001; PITTS et al., 2003; CERCA et al., 
2005; PETTIT et al., 2005) pois é uma técnica relativamente barata, uma vez que 
pequenos volumes de reagentes são necessários, permitindo a realização de um 
grande número de ensaios simultaneamente (COENYE & NELIS, 2010).  
Ceri et al. (1999) desenvolveram a técnica para a triagem rápida e reprodutível de 
análise da susceptibilidade aos antimicrobianos em biofilme em um sistema de 
“pegs” em tampa de poliestireno modificadas (sistema peg-lid) (Figura 9) para 
microplaca de 96 poços, que foi denominado “dispositivo Calgary” (CERI et al., 
1999). Embora os peg-lids sejam um substrato mais caro para o cultivo de biofilme 
do que as microplacas, esta técnica possui a vantagem de eliminar a preocupação 
de que a agregação possa estar ligada à sedimentação dos microrganismos nos 
poços da microplaca. Além disso, os pegs possuem menor propensão à 
contaminação (HARRISON et al., 2010; KWIECIŃSKA-PIRÓG et al., 2013). 
 
Figura 9 - Sistema para produção de biofilme constituído por pegs em tampa de poliestireno 
modificadas (peg-lid) para microplaca de 96 poços, que constitui o “dispositivo Calgary”.  
37 
 
A partir desta técnica, é possível determinar a MBIC, ou seja, a menor concentração 
do antimicrobiano que impede o crescimento bacteriano no biofilme entre um tempo 
inicial e seis horas após a incubação, além de determinar a concentração mínima de 
erradicação de biofilme (MBEC) (MOSKOWITZ et al., 2004). A MBIC é uma medida 
de resistência, que é definida pela habilidade do microrganismo em continuar o 
crescimento na presença do antimicrobiano enquanto a MBEC é uma medida de 
tolerância, definida pela habilidade do microrganismo em sobreviver, mas não 
crescer na presença de antimicrobianos, ou seja, que impede o crescimento visível 
no meio de recuperação utilizado para verificar as células viáveis do biofilme 
(HARRISON et al., 2010). Até o momento, de nosso conhecimento, poucos estudos 
utilizaram o sistema peg-lid para determinação da MBIC ou MBEC para bactérias 
gram positivas, gram negativas e fungos (Quadro 2). 
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Quadro 2 - Estudos que utilizaram o sistema peg-lid e respectivos microrganismos 
Microrganismos Amostra 
Clínica 
Nº 
Amostras 
Biocidas / antimicrobianos 
testados 
Objetivo geral Autor/Ano 
Mycobacterium phlei Sim 8 Biocidas (fenol, glutaraldeído, 
hipoclorito de sódio 5,25%, 
peróxido de hidrogênio 30% e 
nitrato de prata) 
Determinar a erradicação 
do biofilme 
BARDOUNIOTIS et 
al., 2001 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus agalactiae 
Pseudomonas aeruginosa 
Escherichia coli 
Sim 12 Ampicilina, tetraciclina, 
gentamicina, eritromicina e 
sulfa-trimetoprim 
Determinar a MBIC OLSON et al., 2002 
Pseudomonas aeruginosa Sim 94 Ciprofloxacina, tobramicina 
cefoxitina, cloranfenicol e 
sulfa-trimetoprim 
Determinar a MBIC  MOSKOVITZ et al., 
2004 
Burkolderia spp Sim 8 Cloranfenicol, ciprofloxacina 
gentamicina, imipenem, 
meropenem e tobramicina 
Determinar a MBEC para 
mutantes de quorum 
sensing 
TOMLIN et al., 2005 
Candida tropicalis 
Escherichia coli  
Pseudomonas aeruginosa  
Staphylococcus aureus 
Sim 12 Nenhum Caracterizar a estrutura do 
biofilme 
HARRISON et al. 2006 
Candida spp Não 5 (padrão) Carboidratos (glicose, frutose, 
lactose, maltose e sacarose) 
Avaliar o efeito de 
carboidratos na formação 
biofilme de Candida spp  
PARAHITIYAWA et 
al., 2006 
Pseudomonas aeruginosa  Sim 57 Ciprofloxacina, ceftazidima, 
imipenem, tobramicina 
Determinar a MBIC  FERNÁNDEZ-OLMOS 
et al., 2012 
Pseudomonas aeruginosa Sim 2 Ciprofloxacina e tobramicina Examinar a penetração de 
tobramicina e 
ciprofloxacina na matriz 
extracelular 
TSENG et al., 2013 
Pseudomonas aeruginosa Sim 58 Nenhum 
(Fago KT28 and KTN6) 
Avaliar a degradação dos 
dois novos fagos em 
biofilme, verificando a 
viabilidade celular e a 
biomassa do biofilme 
DANIS-
WLODARCZYK et al., 
2015 
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3. OBJETIVO 
3.1 Objetivo Geral 
Investigar o impacto do biofilme de E. coli enteroagregativa na susceptibilidade a 
diversas classes de antimicrobianos e comparar o efeito dos antimicrobianos na fase 
plantônica e em biofilme. 
3.2 Objetivos Específicos 
 
i) Comparar a formação do biofilme de EAEC em poço de microplaca e em peg-
lid (Sistema “Calgary”); 
ii) Caracterizar a intensidade de formação do biofilme de amostras de EAEC; 
iii) Estabelecer tempo de maturação do biofilme de EAEC; 
iv) Determinar o perfil de susceptibilidade das amostras de EAEC na forma 
plantônica e em biofilme frente aos antimicrobianos;  
v) Avaliar interferência de biofilme forte e fraco de EAEC na susceptibilidade aos 
antimicrobianos; 
vi) Analisar o efeito do biofilme em diferentes tempos de maturação sobre a 
susceptibilidade aos antimicrobianos; 
vii) Determinar a concentração mínima dos antimicrobianos para erradicação do 
biofilme. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
4.1 TIPO DE ESTUDO E AMOSTRAS BACTERIANAS 
Trata-se de um estudo observacional descritivo realizado com 35 amostras de EAEC 
formadoras de biofilme que são mantidas em solução de sacarose 25% em freezer -
20ºC na bacterioteca do LabViG (Laboratório de Virologia e Gastroenterite Infecciosa 
– UFES). Estas amostras foram isoladas entre agosto de 2007 e dezembro de 2009 
de fezes de crianças com até 11 anos de idade, com e sem diarreia, de população 
que vive em área rural semi-isolada do norte do Espírito Santo, Brasil (Figura 10) 
(LOZER et al., 2013). Para fins deste estudo, dispensa-se a ap rovação pelo CEP 
por se tratar somente das amostras bacterianas sem qualquer vínculo com o sujeito 
da pesquisa. 
 
Figura 10: Mapa do Brasil destacando o Estado do Espírito Santo e, em verde escuro e claro, os 
Municípios de São Mateus e Conceição da Barra respectivamente, de onde foram obtidas as 
amostras clínicas de crianças de comunidades quilombolas. 
Foram utilizadas ainda as cepas protótipos EAEC 042 e EAEC 17-2, E. coli HB101 e 
DH5α, gentilmente fornecidas pela Dra. Isabel Christina Affonso Scaletsky 
(Universidade Federal de São Paulo). A cepa de referência E. coli ATCC 25922 foi 
utilizada como controle em teste de susceptibilidade para cada antimicrobiano.  
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De 35 amostras iniciais de EAEC produtoras de biofilme, foram selecionadas 20 que 
apresentavam sensibilidade aos antimicrobianos utilizados no presente estudo, 
previamente determinados pelo método de difusão do disco (SILVA, 2014; Anexo 1) 
e confirmados no presente estudo por meio do método de diluição em ágar. 
 
4.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (CMI) 
Foram determinadas as CMI pelo método de diluição em ágar para 35 amostras de 
EAEC produtoras de biofilme, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI, 2016) de nove antimicrobianos pertencentes a oito 
classes, confome classificação por MAGIORAKOS et al. (2012), (Quadro 3, 
Fluxograma 1). Além de confirmar resultado de susceptibilidade obtido pelo método 
de difusão do disco, este procedimento foi realizado para selecionar as cepas que 
fossem sensíveis aos mesmos antimicrobianos a serem analisados e com a 
finalidade de obter as concentrações de antimicrobianos a serem utilizadas para 
determinação da MBIC. 
Quadro 3 - Classes e respectivos antimicrobianos utilizados com faixas de concentração 
testadas na determinação da concentração mínima inibitória (CMI) e concentração mínima 
inibitória em biofilme (MBIC). 
Classe de antimicrobianos Agentes 
antimicrobianos 
Faixa de concentração 
(µg /mL) 
Solvente/diluente 
Aminoglicosídeo Tobramicina 8 – 0,25  H2O dest/ H2O dest 
Cefalosporinas 3ª geração 
Cefotaxima 2 – 0,03 H2O dest/ H2O dest 
Ceftriaxona 2 – 0,03 H2O dest/ H2O dest 
Cefamicina Cefoxitina 16 – 0,5 H2O dest/ H2O dest 
Fenicol Cloranfenicol 64 – 0,5 Etanol 95%/ H2O dest  
Fluoroquinolona Ciprofloxacina 0,50 – 0,007 H2O dest/ H2O dest 
Tetraciclinas Tetraciclina 128– 1 H2O dest/ H2O dest 
Penicilina Ampicilina 16 – 0,5 TP* pH8 / TP* pH6 
Inibidor da síntese do folato Sulfa-trimetoprim 76/4 - 0,3/0,015  H2O dest/ H2O dest 
*TP= tampão fosfato 
Foram preparadas soluções estoque dos antimicrobianos em solvente 
correspondente (Quadro 3), na concentração de 1.000 µg/mL para todos os 
antimicrobianos, com exceção de tetraciclina, que foi de 10.000 µg/mL. Placas de 
ágar Mueller Hinton foram preparadas com diluições (1:2) de cada antimicrobiano 
(Sigma-Aldrich®) nas faixas de concentrações apresentadas no Quadro 3, segundo 
instruções do CLSI (2016), a partir de solução de trabalho preparada de uma 
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solução estoque conforme a seguinte fórmula: V (mL) = 10 (mg) x potência (µg/mL) / 
concentração solução estoque (µg/mL). As amostras de EAEC foram repicadas em 
ágar MacConkey (MC) e Agar Nutriente (AN) e incubadas a 37ºC por 18-24 horas, e 
aproximadamente cinco colônias do AN foram suspensas em caldo Luria Bertani 
(LB) e incubadas 37ºC por 18-24 horas. Após a incubação foi realizado o ajuste da 
concentração bacteriana conforme escala McFarland 0,5 (1,5x108 UFC/mL) em 
solução salina e 500 µL foram distribuídos em poços do Replicador de Steer. 
Aproximadamente 2 µL foram inoculados em placas de Agar Mueller Hinton (MHA) 
contendo concentrações dobradas do antimicrobiano, em duplicata, e incubadas a 
37oC por 18 horas (Fluxograma 1). Foi utilizada a cepa de referência E.coli ATCC 
25922 como controle e a leitura da CMI, conforme indicado pelo CLSI (2016). 
 
Fluxograma 1 - Protocolo de determinação da concentração mínima inibitória (CMI). À esquerda, 
esquema para determinação da CMI e à direita, esquema para preparo das placas de MH com 
antimicrobianos. AN: ágar nutriente; MC: ágar MacConkey; MH: Mueller Hinton; ST: solução de 
trabalho; MHA: Mueller Hinton Agar. 
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4.3 ESTABELECIMENTO E CALIBRAÇÃO DO SISTEMA PEG-LID 
A formação de biofilme por EAEC em sistema peg-lid (Thermo Scientific™ 
Nalgene™) para determinação da MBIC foi realizada conforme previamente 
estabelecido (HARRISON et al., 2010), com modificações. O sistema foi inicialmente 
calibrado quanto ao inóculo usado e verificação da homogeneidade do sistema e 
apresentado a seguir. Condições ótimas para formação do biofilme pelas amostras 
de EAEC foram previamente estabelecidas em nosso laboratório (MONFARDINI, 
2012). 
As etapas referentes ao inóculo e ao controle da homogeneidade de formação de 
biofilme em sistema peg-lid foram realizadas com as seguintes cepas de E. coli: 
EAEC 042 (protótipo de EAEC formadora de biofilme), E. coli HB101 (não formadora 
de biofilme) e EAEC 146A. 
4.3.1 Inóculo bacteriano 
A calibração do inóculo bacteriano consiste em verificar o número de células ou 
unidades formadoras de colônia (UFC) do inóculo inicial compatível com o esperado. 
Para isso, o inóculo bacteriano foi preparado de amostras de EAEC produtoras de 
biofilme (EAEC 042 e 146A) e de E. coli não produtora de biofilme (HB101) 
repicadas dos estoques para ágar MC e AN e incubadas por 18-24 horas a 37ºC. 
Após a incubação, cinco colônias foram suspensas no caldo LB e incubadas a 37ºC 
por 18-24 horas. A suspensão bacteriana foi ajustada para concentração equivalente 
a 1,5x108 UFC/mL, conforme escala 0,5 McFarland e por leitura da DO650 (Abs= 
0,08-0,1) (Fluxograma 2A). 
Para controle de UFC do inóculo inicial, foram adicionados 180 µL de salina em uma 
microplaca (Linha A – F), em quadruplicata, e posteriormente foram adicionados 20 
µL da suspensão ajustada das cepas controle na primeira linha da microplaca (Linha 
A) e sequencialmente foram realizadas diluições de 1:10-1:106 em quadruplicata, 
sendo transferidos 20 µL do poço da Linha A, para o poço da Linha B e assim 
suscessivamente até o poço da Linha F. Dez microlitros de cada diluição (3x106-
3x100 UFC/mL) foram repicados para AN seguido por incubação a 37ºC por 18-24 
hs, conforme descrito previamente (HARRISON et al., 2004) (Fluxograma 2B). A 
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contagem das colônias foi realizada quando individualizadas no spot e comparada 
com o número de colônias esperado para a diluição. 
4.3.2 Verificação da homogeneidade de formação de biofilme entre os pegs da 
microplaca 
A calibração da formação de biofilme entre os pegs consiste em verificar se um 
mesmo número de UFC seria recuperado entre pegs de diferentes posições da 
microplaca, onde o biofilme seria formado. Para tal, a homogeneidade do biofilme 
formado entre os pegs foi analisada conforme descrito por Harrison et al. (2010), 
com a cepa protótipo EAEC 042, e descrito a seguir (Fluxograma 2C). 
Biofilme de EAEC foi formado em peg-lid da suspensão de EAEC ajustada conforme 
descrito no item anterior, a partir de 200 µL que foram adicionados em 5,8 mL de 
Meio Mínimo de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab) com 0,4% de 
glicose, conforme previamente padronizado no LabViG (SHEIKH et al., 2001; 
MONFARDINI, 2012). Desta suspensão, 150 µL (2,25x107 UFC/mL) foram 
adicionados a cada poço da microplaca de poliestireno (Thermo Scientific™ 
Nalgene™), exceto no controle de esterilidade, e tampada com o peg-lid. As 
microplacas foram seladas com filmito e incubadas em Shaker-Incubator (Agimaxx) 
a 37ºC, com 110 rotações por minuto (rpm), por 18-24 horas para formação do 
biofilme. 
Após incubação, o peg-lid foi lavado três vezes em água Milli-Q® e o biofilme foi 
recuperado em uma microplaca estéril contendo 150 µL de caldo LB por sonicação 
por 10 minutos a 40 kHz (sonicadora UNIQUE).  
A fim de verificar se os pegs apresentavam quantidade equitativa de biofilme 
(homogeneidade de formação), foi montada uma microplaca estéril e adicionados 
180 µL de água Milli-Q® estéril em cinco linhas (B-F, Fluxograma 2C) em 
quadruplicata. Foram então adicionados 50 µL do biofilme recuperado em caldo LB 
correspondente aos pegs de diferentes posições da microplaca (A1, A5, A8, A12, 
B3, C10, D1, D5, D8, E12, F3, F6, F9, H1, H5, H8 e H12), em quatro primeiros poços 
da primeira linha da microplaca (Linha A), dos quais foram realizadas diluições 
sucessivas (B-F) a partir de 20 µL do primeiro poço (1:10-1:100.000) para poço na 
posição B e assim suscessivamente, conferindo 3x106 – 3 UFC/mL nos respectivos 
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poços. Foram inoculados então 10 µL de cada diluição em uma placa de AN e 
incubada a 37°C por 18-24 horas, esperando-se o crescimento de 1,5x106 – 1,5 
UFC/mL respectivamente em cada spot realizado na placa de AN (Fluxograma 2C). 
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Fluxograma 2 - Estabelecimento e calibração do sistema peg-lid, demonstrando em (A) preparo do 
inóculo, (B) procedimento para controle do inóculo, (C) verificação da homogeneidade de formação 
de biofilme em todos os poços. AN: Ágar Nutriente; LB: Luria Bertani; DMEM: Meio Mínimo de Eagle 
Modificado por Dulbecco. 
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4.4 CINÉTICA DE FORMAÇÃO DO BIOFILME 
A fim de determinar o tempo de maturação do biofilme de EAEC, uma curva de 
crescimento do biofilme foi realizada para a cepa protótipo EAEC 042 e para 
amostras fortes formadoras de biofilme (Q255D e Q340A) e fracas formadoras de 
biofilme (89A e 110C). As amostras bacterianas foram repicadas dos estoques para 
ágar MC e AN e incubadas por 18-24 horas a 37ºC. Após a incubação, cinco 
colônias foram suspensas no caldo LB e incubadas a 37ºC por 18-24 horas. A 
suspensão bacteriana foi ajustada para concentração equivalente a 1,5x108 
UFC/mL, conforme escala 0,5 McFarland. Após o ajuste da escala, seguiu-se o 
protocolo de formação do biofilme em sistema peg-lid, descrito no item 4.3.2. Foram 
montadas nove microplacas com as respectivas bactérias, tampadas com o peg-lid e 
incubadas nos seguintes tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 e 72 horas. Após cada 
tempo, o peg-lid foi retirado da microplaca, lavado conforme anteriormente descrito, 
e adicionado a uma nova microplaca contendo caldo LB para recuperar o biofilme 
formado por 10 minutos de sonicação. Após o biofilme recuperado, foi realizada a 
leitura da DO600 e plotado um gráfico para análise da formação do biofilme. 
 
4.5 CARACTERIZAÇÃO DA INTENSIDADE DE FORMAÇÃO DO BIOFILME EM 
POÇO DE MICROPLACA E PEG-LID 
Foi realizado ensaio para determinação da biomassa e matriz extracelular para as 
20 amostras analisadas e classificação de cada amostra, conforme intensidade de 
formação de biofilme, em forte ou fraca formadora. O ensaio foi realizado em 
microplacas de poliestireno de 96 poços e no peg-lid correspondente de acordo com 
protocolo escrito por Sheikh et al. (2001), com algumas modificações. As amostras 
de EAEC foram repicadas para o ágar MC e AN e incubadas a 37ºC. Após o 
crescimento bacteriano, cinco colônias foram adicionadas no caldo LB e incubadas a 
37ºC por 18-24 horas e posteriormente a suspensão bacteriana foi ajustada para 
1,5x108 UFC/mL com auxílio da escala 0,5 Mac Farland. Dois microlitros desta 
suspensão bacteriana foram adicionados em duas microplacas de 96 poços com 
peg-lid, de igual configuração (amostras bacterianas), contendo DMEM 
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suplementado com 0,4% glicose. A seguir as microplacas foram incubadas a 37ºC 
por 24 horas.  
A primeira microplaca e o peg-lid correspondente foram utilizados para determinação 
do biofilme (biomassa de células bacterianas e matriz extracelular). Após a formação 
do biofilme, a microplaca e o peg-lid foram lavados três vezes com tampão PBS 0,2 
M pH 7,2 e foram adicionados 100 µL de metanol 99% por 15 minutos. Após a 
fixação, o sobrenadante foi retirado e a microplaca e o peg-lid foram submetidos à 
secagem por 5 minutos e foram adicionados: (i) 100 µL de cristal violeta 0,3% aos 
poços da microplaca com biofilme formado e coberta com tampa “comum” e (ii) 150 
µL de cristal violeta 0,3% em microplaca nova tampada com o peg-lid contendo 
biofilme formado. As microplacas foram incubadas por 20 minutos, o corante foi 
descartado e a microplaca e o peg-lid, ambos com biofilme, foram lavados uma vez 
com água, e solubilizado o corante com 150 µL de ácido acético 33% por 5 minutos. 
Foram transferidos 100 µL para uma nova microplaca e foi realizada a leitura da DO 
em leitor de microplacas EZ READ® 400 Microplate Reader, BIOCHROM® no 
comprimento de onda de 590nm (DO590).  
A segunda microplaca e o peg-lid, utilizados para determinação da matriz de EPS, 
foram lavados três vezes com PBS e adicionados a cada poço 200 µL do corante 
safranina 0,1% e após 5 minutos, o corante foi descartado e os poços e os pegs 
foram lavados uma vez com PBS. O corante foi solubilizado com 200 µL de ácido 
acético 30% por 5 minutos. Após a solubilização, foram transferidos 100 µL para 
outra microplaca e foi realizada a leitura da DO no comprimento de onda de 530nm 
(DO530). 
Todos os ensaios foram acompanhados pela cepa controle Escherichia coli ATCC 
25922 e dois controles negativos (E. coli HB101 e DH5ɑ).  
A discriminação em amostras fortes e fracas formadoras de biofilme foi determinada 
tanto para biofilme corado com cristal violeta quanto com safranina, conforme 
previamente descrito, sendo forte quando a DO era superior a duas vezes a média 
da DO dos controles negativos mais três vezes o desvio padrão (DP) dos controles 
negativos (>2x?̅?DOCN+3XDPCN) e fraca, se <2x?̅?DOCN+3XDPCN (STEPANOVIC et 
al., 2007). 
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4.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA DE BIOFILME 
(MBIC) 
O protocolo contendo as etapas para determinação da MBIC pode ser observado no 
Fluxograma 3. A MBIC foi inicialmente investigada para a cepa padrão E. coli ATCC 
25922 e das cepas protótipos EAEC 042 e EAEC 17-2, até então não descrito na 
literatura, e para as 20 amostras selecionadas de EAEC. A MBIC para a E. coli 
ATCC 25922 foi descrita previamente para os antimicrobianos ampicilina, 
cefotaxima, ciprofloxacina e tobramicina (CERI et al., 1999). 
4.6.1 Formação de biofilme em sistema peg-lid 
A formação de biofilme das 20 amostras sensíveis de EAEC em sistema peg-lid foi 
realizada conforme previamente estabelecido (HARRISON et al., 2010) e descrito no 
item anterior. Em cada microplaca foram testadas três amostras mais a amostra 
controle E. coli ATCC 25922, todas em triplicata para cada concentração de 
antimicrobiano testado, e o mesmo procedimento foi repetido duas a três vezes em 
dias diferentes. O controle de esterilidade era constituído por DMEM com 0,4% de 
glicose. A microplaca foi então tampada com o peg-lid e incubada à 37ºC por 24 
horas sob agitação a 110 rpm (Shaker-Incubator Agimaxx) para formação do 
biofilme. Após a incubação, o peg-lid foi lavado três vezes com água Milli-Q® estéril 
para eliminação das células não aderidas aos pegs, permanecendo somente o 
biofilme aderido. O peg-lid com biofilme formado foi utilizado para tampar a 
microplaca com os antimicrobianos diluídos, cuja montagem será descrita a seguir.  
4.6.2 Microplaca de antimicrobianos 
Foi montada uma microplaca de poliestireno contendo diluições seriadas em 
triplicata do antimicrobiano a ser testado em CAMHB, partindo-se de uma 
concentração menor do que a CMI determinada para as mesmas amostras em forma 
plantônica (Item 4.2). O peg-lid lavado contendo o biofilme formado (item 4.3.2) foi 
adicionado nesta microplaca contendo antimicrobiano (os mesmos referidos no item 
4.2) e incubado a 37ºC por 18-24 horas sem agitação (Fluxograma 3). Além do 
controle de esterilidade anteriormente descrito (item 4.3.2), foi incluído o controle de 
crescimento (sem adição do antimicrobiano). Após a incubação, o peg-lid foi lavado 
por três vezes em água Milli-Q® para remoção do antimicrobiano, transferido para 
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uma nova microplaca isenta de antimicrobiano com 150 µL de CAMHB e submetido 
à sonicação por 10 minutos a 40 kHz (sonicadora UNIQUE) para recuperação do 
biofilme formado (Fluxograma 3). 
  
Fluxograma 3 - Protocolo de formação de biofilme com a determinação da concentração mínima 
inibitória de biofilme (MBIC) e a determinação da concentração mínima de erradicação de biofilme 
(MBEC), conforme previamente estabelecido por HARRISON et al., 2010. DO650= leitura densidade 
óptica a 650 nm; T=0, tempo=zero; T=6, tempo= 6 h. 
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4.6.3 Concentração Mínima Inibitória de Biofilme (MBIC)  
4.6.3.1 MBIC em biofilme de 24 horas 
A MBIC foi determinada para biofilme de 24 horas de formação para todas as 
amostras selecionadas, conforme previamente estabelecido (MOSKOVITZ et al., 
2004) e descrito a seguir. Da microplaca contendo o biofilme recuperado foram 
realizadas a leitura da DO650 no tempo zero (DO650 t=0 h) e após incubação por seis 
horas (DO650 t=6 h) (Fluxograma 3). O experimento foi considerado válido se a média 
das DO650 dos poços de controle de crescimento (CC) para cada amostra em 
triplicata DO650 (?̅?t=6 hs – ?̅?t=0 h) era ≥ 0,05. Por exemplo, se DO650 CC T6= 0,289 e – 
DO650 CC T0 = 0,068 então, DO650 CC T6 – T0= 0,221, ou seja ≥ 0,05, logo, o 
experimento foi válido. A MBIC corresponde à menor concentração do 
antimicrobiano que resulta em uma diferença ≤ 10% desse valor. Por exemplo, 10% 
do CC DO650 T6 – T0= 0,221 x 0,10= 0,0221, logo se deve verificar entre as DO650 T6 
– T0 da amostra analisada, qual foi a primeira menor concentração abaixo desse 
valor (0,0221). Considerando as concentrações de antimicrobianos utilizadas (8, 4, 2 
e 1 µg/mL) e as DO650 T6 – T0 respectivas de 0,008; 0,013; 0,118 e 0,16, a primeira 
menor concentração abaixo do valor de 0,0221 foi de 4, esta é portanto a MBIC para 
esse caso. 
Os biofilmes foram categorizados como sensíveis, resistentes ou de resistência 
intermediária aos antimicrobianos testados de acordo com os valores respectivos 
estabelecidos pelo CLSI (2016) para amostras plantônicas.  
4.6.3.2 MBIC em biofilme de 48 e 72 horas 
Foram selecionadas amostras de EAEC categorizadas pela MBIC como sensíveis ou 
que passaram a resistência intermediária em biofilme de 24 horas, para análise da 
MBIC de biofilme de 48 e 72 horas, paralelamente ao tempo de 24 horas. Três 
microplacas idênticas foram preparadas contendo então as amostras selecionadas 
de EAEC e o controle ATCC 25922, e incubadas por 24, 48 e 72 horas em 
condições previamente descritas.  
Para manter a atividade antimicrobiana no período de 48 e 72 horas, o peg-lid com 
biofilme incubado com antimicrobiano por 24 horas, foi transferido para nova 
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microplaca com diluições dobradas de antimicrobianos. Para garantir a concentração 
do antimicrobiano durante todo o experimento, todas as microplacas foram 
preparadas no mesmo dia e armazenadas sob-refrigeração, ao abrigo da luz e com 
completa vedação até o uso. A leitura foi realizada conforme anteriormente descrito. 
 
4.6.4 Concentração Mínima de Erradicação de Biofilme (MBEC) 
A MBEC foi determinada para 13 amostras de EAEC formadoras de biofilme, frente 
aos antimicrobianos: cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, tobramicina, tetraciclina e 
ciprofloxacina. Após a leitura da DO650 t=6 h foram adicionados aos poços da 
microplaca 50 µL do corante indicador de células viáveis, cloreto de trifenil tetrazólio 
0,05% (TTC - Sigma Aldrich) (BROWN et al., 2013) incubado por 1 hora a 37ºC 
seguido pela adição de 50 µL de álcool/éter para solubilização do TTC (Fluxograma 
3). A leitura foi realizada por inspeção visual do desenvolvimento da cor rósea. Dez 
microlitros do poço da menor concentração de antimicrobiano que apresentou 
coloração rósea e de todas as demais incolores foram acrescentados a 990 µL de 
salina em microtubos para diluição do antimicrobiano a níveis subinibitórios, 
centrifugado a 2000xg e 10 µL do sedimento ressuspenso foram repicados em ágar 
Nutriente (Fluxograma 3). A MBEC foi determinada pela menor concentração de 
antimicrobiano em que não ocorreu crescimento bacteriano. 
 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados obtidos foram armazenados no programa SPSS (Statistical Package forthe 
Social Sciences) versão 20.0. A análise estatística para verificar se existe diferença 
entre a CMI e a MBIC das amostras para cada antimicrobiano, para verificar se 
existe correlação entre biofilmes de fortes e fracas formadoras com aumento da 
MBIC e para verificar se existe diferença entre o biofilme formado no poço da 
microplaca e o peg-lid foi realizada usando o teste T de Student. Valores de p<0,05 
foram considerados significantes (intervalo de confiança de 95%). 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA 
A CMI foi determinada pelo método de diluição em ágar para as 35 amostras de 
EAEC formadoras de biofilme (Tabela 1). A frequência de amostras sensíveis pela 
CMI está de acordo com o resultado do teste de difusão do disco (Tabela 1). Destas, 
20 amostras que foram sensíveis aos mesmos antimicrobianos (ampicilina, 
cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, ciprofloxacina, tobramicina, tetraciclina e 
cloranfenicol) e 19 ao sulfametoxazol/trimetoprim foram subsequentemente 
analisadas neste estudo. 
Tabela 1 - Frequência de susceptibilidade aos antimicrobianos, mediana da porcentagem de 
sensibilidade dos 21 estudos (amostras plantônicas), intervalo de concentração mínima inibitória das 
amostras de EAEC formadoras de biofilme (n=35), CMI50 e CMI90 determinada pelo método de 
diluição em ágar. 
Antimicrobianos Med % S  
(21 estudos) 
Amostras sensíveis 
n (%) 
Intervalo de CMI 
(µg/mL) 
CMI50 
(µg/mL) 
CMI90 
(µg/mL) 
Ampicilina 19 23 (65,7) 2 – 512 8 >512 
Cefoxitina 93,9 35 (100) 2 – 8 4 8 
Cefotaxima 57,5 35 (100) 0,03 – 0,125 0,06 0,06 
Ceftriaxona 66,8 35 (100) 0,03 – >2 0,06 0,06 
Ciprofloxacina 98,9 35 (100) 0,0075 – 0,25 0,015 0,015 
Tobramicina 100 35 (100) 0,25 – 1 0,5 0,5 
Tetraciclina 30 23 (65,7) 2 – 128 4 >128 
Cloranfenicol 61 27 (77,1) 2 – 32 4 32 
Sulfa/Trimet 27,6 32 (91,4) 0,6/0,03 – 608/32 2,37/0,125 19/1 
 
5.2 CALIBRAÇÃO DO SISTEMA PEG-LID 
No procedimento para controle do inóculo bacteriano, com repique de concentrações 
que variaram de 1,5x107-1,5x102 UFC/mL da suspensão ajustada, observamos um 
crescimento da última diluição, que correspondeu à contagem que variou entre 1,5-
15 UFC (Figura 11), compatível com número esperado para a diluição realizada. 
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(a)                             (b)                             (c) 
Figura 11 - Controle do inóculo bacteriano demonstrando crescimento a partir de 10 µL de suspensão 
ajustada em placas de ágar Nutriente das diluições de 1,5x107 (A) a 1,5x102 (F) UFC/mL, 
demonstrando em F crescimento de colônias individualizadas. Em (a) cepa protótipo EAEC 042, (b) 
cepa HB101 e (c) isolado clínico EAEC 146A.  
Na verificação da homogeneidade de formação do biofilme entre os pegs da 
microplaca, verificamos contagem bacteriana similar entre eles, uma média de 3 – 6 
UFC/spot em AN a partir do repique de diluições sequenciais de posições diferentes 
para a amostra bacteriana testada, oriunda de biofilme recuperado por sonicação 
(Figura 12). 
 
(a)                                                                         (b) 
Figura 12 - Controle da homogeneidade na formação do biofilme recuperado dos pegs, representado 
pelo repique em placas de ágar Nutriente de diluição sequencial correspondente a replicatas das 
diluições suscessivas referentes à (a) EAEC 042 linha D de diferentes colunas e (b) EAEC 042 linha 
F de diferentes colunas. 
 
5.3 CINÉTICA DE FORMAÇÃO DO BIOFILME 
Observamos que até a 12ª hora representa a fase exponencial do crescimento do 
biofilme e a partir da 12ª hora, observamos uma estabilização da formação do 
biofilme, quando testadas a cepa protótipo EAEC 042, amostras fortes (Q255D e 
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Q340A) e fracas formadoras de biofilme (89A e 110C). Um biofilme de 24 horas de 
incubação foi considerado como biofilme maduro (Gráfico 1).  
 
Gráfico 1 - Cinética de formação do biofilme nos tempos de crescimento, em horas, para a cepa 
referência EAEC 042, e amostras de EAEC fortes (Q255D e Q340A) e fracas formadoras de biofilme 
(89A e 110C). 
 
5.4 CARACTERIZAÇÃO DA INTENSIDADE DE FORMAÇÃO DO BIOFILME EM 
POÇO DE MICROPLACA E PEG-LID 
A intensidade de formação do biofilme em forte e fraco foi determinada pela medida 
da DO, aplicando-se a fórmula descrita por Stepanovic et al. (2007), após coloração 
com cristal violeta e safranina (Tabela 2, Gráfico 2). A leitura da média da DO590 e 
DO530, mediana e média geométrica foram sempre maiores no biofilme do poço da 
microplaca do que do peg-lid (Tabela 2), consequentemente também os pontos de 
corte para caracterizar o biofilme como forte ou fraco, tanto para o cristal violeta 
quanto para a safranina (Quadro 4). Oito amostras foram caracterizadas como fortes 
e 12, como fracas formadoras de biofillme (Tabela 2, Gráfico 2). A média geométrica 
das DO das amostras fortes e fracas formadoras de biofilme para o cristal violeta 
foram respectivamente 0,45 e 0,20 quando em microplaca e de 0,36 e 0,14 quando 
em peg-lid. A média geométrica das DO das amostras fortes e fracas formadoras de 
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biofilme para safranina foram respectivamente 0,68 e 0,25 quando em microplaca e 
de 0,53 e 0,19 quando em peg-lid.  
Tabela 2 - Média da densidade ótica em cristal violeta e safranina em poço de microplaca e em peg-
lid para caracterização em forte e fraca formadoras de biofilme obtidas em poços e pegs. 
Cepas/ 
amostras 
Cristal Violeta Safranina 
poço peg-lid poço peg-lid 
ATCC25922 0,406 0,222 0,483 0,254 
HB101 0,089 0,071 0,114 0,084 
DH5α 0,098 0,069 0,115 0,087 
6A 0,216 0,137 0,259 0,184 
39B 0,446 0,307 0,546 0,455 
89A 0,187 0,133 0,247 0,177 
110C 0,211 0,134 0,267 0,181 
139D 0,197 0,132 0,233 0,189 
Q015B 0,215 0,139 0,252 0,192 
Q016B 0,213 0,132 0,248 0,186 
Q028B 0,478 0,376 0,481 0,378 
Q158A 0,216 0,133 0,258 0,185 
Q165A 0,181 0,139 0,258 0,195 
Q193A 0,185 0,137 0,248 0,174 
Q226A 0,492 0,329 0,709 0,522 
Q255D 0,414 0,361 0,689 0,559 
Q266B 0,508 0,344 0,544 0,496 
Q300A 0,217 0,138 0,246 0,187 
Q340A 0,404 0,318 0,964 0,679 
Q370A 0,449 0,333 0,928 0,656 
Q391B 0,187 0,135 0,247 0,189 
Q426A 0,401 0,319 0,746 0,589 
Q488B 0,207 0,141 0,246 0,189 
*Azul: Cepa de referência classificada como forte formadora de biofilme 
 **Vermelho: Amostras clínicas classificados como fortes formadoras de biofilme 
Quadro 4 - Caracterização das amostras em forte e fraca formadora de biofilme, conforme fórmula 
proposta por Stepanovic et al. (2007)* 
Corante Poço da microplaca Peg-lid 
Cristal 
violeta 
>(2x Média DOCN= 0,187) + (3x Desvio 
padraoCN= 0,049851)= 0,236 
 
Forte se DO>0,236 
>(2x Média DOCN= 0,14) + (3x Desvio 
padraoCN= 0,0381)= 0,178 
 
Forte se DO >0,178 
Safranina 
>(2x Média DOCN= 0,229) + (3x Desvio 
padraoCN= 0,054093)= 0,283 
 
Forte se DO > 0,283 
>(2x Média DOCN= 0,171) + (3x Desvio 
padraoCN= 0,05895)= 0,229 
 
Forte se DO >0,229 
* Forte formadora de biofilme, se ?̅?DO for >2x?̅?DOCN+3xDPCN 
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Gráfico 2  - Médias das densidades ópticas obtidas de biofilme formado em poços de microplacas e nos peg-lids após coloração com cristal violeta (A) em 
DO590nm ou safranina (B) em DO530nm, referente ao controle positivo (ATCC 25922), aos controles negativos (HB101 e DH5ɑ) e às amostras de Escherichia 
coli enteroagregativa. 
 
 
 
 
 
A B 
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5.5 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA (MBIC) E DE 
ERRADICAÇÃO DE BIOFILME (MBEC) 
 
5.5.1 Concentração mínima inibitória de biofilme (MBIC)  
A determinação da MBIC, sempre realizada em triplicata e em pelo menos dois 
experimentos separados (Tabela 3), foi obtida inicialmente para as cepas protótipos 
EAEC 042, EAEC 17-2 e ATCC E. coli 25922 (Tabela 3). Todas elas se mantiveram 
sensíveis para ciprofloxacina e tobramicina e resistentes para os demais 
antimicrobianos testados, com um aumento da MBIC de quatro a até 253,34 vezes 
em relação à CMI (Tabela 3). 
A MBIC foi realizada para 20 amostras selecionadas dentre as 35 iniciais, pois foram 
sensíveis a todos os mesmos antimicrobianos pela CMI, exceto para 
sulfametoxazol/trimetoprim, para o qual foram testadas 19 amostras (Gráfico 3, 
Tabela 3). O gráfico de dispersão das amostras analisadas por meio da DO650 
demonstra os biofilmes resistentes e com resistência intermediária acima do ponto 
de corte, sendo todos eles resistentes aos antimicrobianos ampicilina, tetraciclina, 
cloranfenicol e sulfametoxazol/trimetoprim (Gráfico 3). Ao compararmos a MBIC com 
a CMI, observamos um incremento na concentração mínima de antimicrobiano de 
duas a até 133,3 vezes para biofilme de amostras que se mantiveram sensíveis e de 
duas a até 4.266,7 vezes para biofilme de amostras resistentes (Tabela 3). 
Na Tabela 4 pode ser evidenciada a frequência da susceptibilidade de biofilme aos 
antimicrobianos baseada na MBIC e estratificada como sensível, de resistência 
intermediária e resistente. Os intervalos de MBIC, MBIC50 e MBIC90 obtidos para as 
amostras formadoras de biofilme estão demonstrados na Tabela 5. Observamos que 
mesmo para biofilme sensível, a MBIC50 e MBIC90 foram sempre maiores do que a 
CMI50 e CMI90 (Tabela 5). A relação MBIC/CMI foi significante para todos os 
antimicrobianos (p<0,05), exceto para ciprofloxacina (Tabela 5). A mediana e a 
média geométrica dos valores de MBIC de todos os antimicrobianos foram sempre 
maiores do que os de CMI (Tabela 6).  
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Gráfico 3 - Densidade óptica de amostras de EAEC frente aos antimicrobianos testados. Linha 
horizontal indica o ponto de corte (diferença de 10% da média da leitura DO650 do controle positivo no 
tempo 0 e 6h) para cada antimicrobiano testado, acima da qual os biofilmes são resistentes ou de 
resistência intermediária (AMP= 0,008, CFO= 0,0175, CTX= 0,0083, CRO= 0,0099, CIP= 0,0113, 
TOB= 0,0121, TET= 0,0116, CLO= 0,0114, SXT= 0,0115). AMP- ampicilina, CFO- cefoxitina, CTX- 
cefotaxima, CRO-ceftriaxona, CIP- ciprofloxacina, TOB- tobramicina, TET- tetraciclina, CLO- 
cloranfenicol, SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. 
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Tabela 3 - Concentração Mínima Inibitória (CMI) (µg/mL) e Concentração Mínima Inibitória de Biofilme (MBIC) (µg/mL), incremento para amostras de EAEC e 
para os protótipos EAEC 042, EAEC 17-2 e cepa de E. coli ATCC 25922 para cada antimicrobiano em sistema peg-lid. 
 (Continua) 
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AMP CMI 2 2 2 2 2 4 8 8 8 8 2 
MBIC 32  32  32  32 64 16 64 16 128 128 32 
Incremento 16x 16x 16x 16x 32x 4x 8x 2x 16x 16x 16x 
CFO CMI 8 8 8 4 4 8 2 8 4 8 8 
MBIC 32  32  32  8 8 8 8 8 8 8 8 
Incremento 4x 4x 4x 2x 2x 1x 4x 1x 2x 1x 1x 
CTX CMI 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,125 0,06 0,125 
MBIC 4 4 4 4 1,92 1,92 0,24 4 4 1,92 4 
Incremento 66,67 66,67 66,67 66,67 32 32 4 66,67 32 32 32 
CRO CMI 0,03 0,06 0,06 0,015 0,06 0,06 0,06 0,03 0,03 0,06 0,03 
MBIC 4 4 4 1 2 2 1 1 4 2 4 
Incremento 133,33x 133,33x 133,33x 66,7x 33,33x 33,33x 16,6x 33,3x 133,3x 33,33x 133,3x 
CIP CMI 0,0075 0,0075 0,0075 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 
MBIC 0,0075  0,0075  0,0075  0,06 0,03 0,03 0,0075 0,015 0,125 0,0075 0,0075 
Incremento 1x 1x 1x 4x 2x 2x 0,5x 1x 8,34x 0,5x 0,5x 
TOB CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
MBIC 2 2 2 2 2 1 1 2 2 1 2 
Incremento 4x 4x 4x 4x 4x 2x 2x 4x 4x 2x 4x 
TET CMI 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4 
MBIC 16  16  16  16 64 32 32 16 >128 >128 >128 
Incremento 8x 8x 8x 4x 16x 8x 8x 4x 32x 32x 32x 
CLO CMI 4 2 2 4 4 4 2 4 8 8 4 
MBIC 128  128  128  128 128 128 32 128 128 128 128 
Incremento 32x 64x 64x 32x 32x 32x 16x 32x 16x 16x 32x 
SXT CMI 0,6/0,03 0,6/0,03 0,6/0,03 2,37/0,125 2,37/0,125 0,6/0,03 2,37/0,125 2,37/0,125 19/1 19/1 2,37/0,125 
MBIC 152/8  152/8  152/8  152/8 152/8 76/4 152/8 152/8 76/4 76/4 152/8 
Incremento 253,34x 253,34x 253,34x 64x 64x 126,67x 64x 64x 4x 4x 64x 
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(Conclusão) 
AMP: ampicilina; CFO: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacino; TOB: tobramicina; TET: tetraciclina; CLO: cloranfenicol; SXT: sulfametoxazol-
trimetoprim. *Amostra CMI resistente para SXT. Negrito: correspondem à resistência e resistência intermediária. G - Med Global: Média Geométrica global.
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AMP CMI 4 8 2 2 4 2 2 4 2 8 2 4 
MBIC 64 128 128 64 32 64 128 32 64 32 64 32 
Incremento 16x 16x 64x 32x 8x 32x 64x 8x 32x 16x 32x 8x 
CFO CMI 8 8 8 4 8 8 4 4 8 2 4 2 
MBIC 16 8 16 8 16 16 8 8 8 8 8 8 
Incremento 2x 1x 2x 2x 2x 2x 2x 2x 1x 4x 2x 4x 
CTX CMI 0,06 0,125 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 
MBIC 1,92 4 1,92 1,92 1,92 1,92 1,92 4 1,92 1,92 1,92 0,12 
Incremento 32x 32x 32x 32x 32x 32x 32x 66,67x 32x 32x 32x 2x 
CRO CMI 0,03 0,03 0,03 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 
MBIC 4 2 2 2 2 64 8 64 32 32 32 2 
Incremento 133,3x 66,7x 66,7x 133,3x 133,33x 4266,7x 533,3x 4266,7x 2133,3x 2133,3x 2133,3x 133,3x 
CIP CMI 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,007 0,015 0,25 0,015 0,007 0,007 0,007 
MBIC 0,06 0,015 0,125 0,06 0,015 0,03 0,0075 >16 0,06 0,125 0,06 0,0075 
Incremento 4x 1x 8,33x 4x 1x 4x 0,5x 64x 4x 16,67x 8x 1x 
TOB CMI 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 
MBIC 2 1 2 2 1 16 1 16 16 16 16 1 
Incremento 2x 2x 4x 4x 2x 32x 2x 64x 32x 32x 32x 2x 
TET CMI 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2 4 4 
MBIC >128 64 >128 >128 64 >128 64 32 >128 >128 >128 >128 
Incremento 32x 16x 32x 32x 16x 32x 16x 8x 32x 64x 32x 32x 
CLO CMI 4 4 4 4 4 4 4 8 4 8 8 4 
MBIC 128 128 128 128 128 128 32 64 128 128 128 128 
Incremento 32x 32x 32x 32x 32x 32x 8x 8x 32x 16x 16x 32x 
SXT CMI 19/1 19/1 1,19/0,06 2,37/0,125 1,19/0,06 1,19/0,06 * 1,19/0,06 1,19/0,06 2,37/0,125 1,19/0,06 1,19/0,06 
MBIC 152/8 152/8 76/4 152/8 152/8 152/8 * 152/8 152/8 152/8 152/8 152/8 
Incremento 8x 8x 64x 64x 128x 128x * 128x 128x 64x 128x 128x 
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Tabela 4 - Frequência da susceptibilidade de biofilme das amostras de EAEC frente aos nove 
antimicrobianos analisados 
Antimicrobiano Sensível 
n (%) 
Resistência 
Intermediária 
n (%) 
Resistência 
n (%) 
AMP 0 2 (10) 18 (90) 
CFO 16 (80) 4 (20) 0 
CTX 2 (10) 12 (60) 6 (30) 
CRO 3 (15) 8 (40) 9 (45) 
CIP 19 (95) 0 1 (5) 
TET 0 0 20 (100) 
TOB 15 (75) 0 5 (25) 
CLO 0 0 20 (100) 
SXT 0 0 19 (100) 
AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- 
tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. 
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Tabela 5 - Intervalo de MBIC, relação MBIC/CMI, MBIC50 e MBIC90 para as 20 amostras de EAEC formadoras de biofilme em sistema peg-lid em relação com 
o intervalo de CMI, CMI50 e CMI90. 
 Intervalo (µg/mL)  MBIC50 MBIC90 CMI50 CMI90 
MBIC CMI Incremento *p (MBIC/CMI) 
AMP 16 - 128 2 – 8 2 – 64x <0,0001 64 128 2 8 
CFO 8 -16 2 – 8 1 – 4x <0,0001 8 8 4 8 
CTX 0,12 - 4 0,06 – 0,125 2 – 66,67x <0,0001 1,92 4 0,06 0,06 
CRO 1 – 64 0,015 – 0,06 16,6 – 4.266,7x 0,0050 2 32 0,06 0,06 
CIP 0,0075 - 16 0,0075 – 0,25 0,5 – 64x 0,1593 0,06 0,125 0,015 0,015 
TOB 1 – 16 0,5 – 1 2 – 64x <0,0001 2 16 0,5 0,5 
TET 16 -128 2 – 4 4 – 64x <0,0001 64 >128 4 4 
CLO 32 - 128 2 – 8 8 – 64x 0,0047 128 128 4 4 
SXT 76/4 – 152/8 0,6/0,03 – 19/1 4 – 253,34x <0,0001 152/8 152/8 1,19/0,06 2,37/0,125 
AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- 
tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. *Teste T de Student (p<0,05), exceto CIP. 
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Tabela 6 - Média geométrica e Mediana do valor da CMI e do valor da MBIC das amostras de EAEC 
formadoras de biofilme 
 
 
 
 
 
 
 
 
*MED: mediana; **GM: média geométrica. Aumento significante da MBIC em relação a CMI. Teste T 
de Student p <0,05. AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; 
TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. 
As oito amostras caracterizadas como fortes formadoras de biofilme foram 
resistentes a seis a até oito antimicrobianos, e as doze amostras fracas formadoras 
de biofilme, a quatro a até sete antimicrobianos (Tabela 7).  
Tabela 7 - Distribuição de biofilmes fracos e fortes por número de antimicrobianos para os quais 
apresentaram resistência ou resistência intermediária.  
Biofilme Nº Antimicrobianos 
R e R/I* 
Nº Amostras (%) 
Forte (n=8) 
6 3 (37,5) 
7 3 (37,5) 
8 2 (25) 
Fraco (n=12) 
4 1 (8,34) 
5 3 (25) 
6 5 (41,6) 
7 3 (25) 
*R- resistentes, R/I- resistência intermediária 
Na análise da média geométrica e mediana dos valores de MBIC das amostras 
fortes e fracas formadoras de biofilme, observamos que não há diferença entre o 
valor de MBIC das amostras forte formadoras com as amostras fraca formadoras de 
biofilme, com exceção dos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona e tobramicina, que 
para estes casos houve um aumento do valor de MBIC em relação as amostras forte 
formadoras de biofilme (Tabela 8). Ao analisarmos o gráfico das médias das DO 
entre as amostras forte e fraca formadoras de biofilme para todos os 
antimicrobianos, observamos que a intensidade do biofilme não interferiu na 
susceptibilidade aos antimicrobianos (p>0,05) (Gráfico 4). Contudo, a relação entre 
amostras fortes e fracas formadoras de biofilme foi significante quando analisado 
isoladamente a DO em relação aos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona e 
tobramicina (Gráfico 5). 
Antimicrobiano MED-
CMI* 
MED-
MBIC* 
GM-CMI** GM-MBIC** 
AMP 4 64 3,605 53,817 
CFO 4 8 4,924 9,189 
CTX 0,06 1,92 0,066 1,877 
CRO 0,06 2 0,047 4,594 
CIP 0,015 0,03 0,014 0,038 
TOB 4 2 0,5 2,639 
TET 0,5 128 3,863 73,516 
CLO 4 128 4,594 107,634 
SXT 2,37 152 2,651 158,743 
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Tabela 8 - Média geométrica e Mediana do valor de MBIC das amostras Fortes e Fracas formadoras 
de biofilme 
 
 
 
 
 
*GM: média geométrica; **MED: mediana. Aumento da MBIC entre amostras fortes e fracas 
formadoras de biofilme não significante (p>0,05, Teste T de Student). AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; 
CTX- cefotaxima; CRO- ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; 
SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. 
 
 
 
 
Gráfico 4 – Densidade óptica da biomassa recuperada de peg-lids de amostras fortes e fracas 
formadoras de biofilmes categorizadas como sensíveis (S) ou resistentes (R) aos antimicrobianos 
(p>0,05) (Teste T de Student). () DO acima do valor máximo (valor atípico).  
Antimicrobiano GM-Fraca* GM-Forte* MED-Fraca** MED-Forte** 
AMP 50,80 58,68 48 64 
CFO 8,48 10,37 8 8 
CTX 1,74 2,10 1,92 1,92 
CRO 2,93 9,51 2,5 17 
CIP 0,02 0,09 0,015 0,06 
TOB 1,68 5,19 1,5 9 
TET 64 90,50 96 128 
CLO 101,59 115,93 128 128 
SXT 125,81 139,38 152 152 
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Gráfico 5 - Relação da densidade óptica entre amostras fortes e fracas formadoras de biofilme para cada antimicrobiano testado. DO signif icantemente 
superior para amostras fortes formadoras de biofilme frente a AMP, CRO e TOB (*) (p<0,05 Teste T de Student). AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- 
cefotaxima; CRO- ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.
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Biofilmes de 24 horas sensíveis ou com resistência intermediária a antimicrobianos 
tiveram a MBIC avaliada também com 48 e 72 horas. As amostras foram 
selecionadas para o teste da seguinte forma: (i) seis sensíveis para ciprofloxacina, 
com MBIC 4x e 8x superior à CMI; (ii) duas com resistência intermediária para 
ampicilina, (iii) três sensíveis para tobramicina,com MBIC 4x superior à CMI; e (iv) 
três com resistência intermediária para cefoxitina. Aumento progressivo da MBIC 
conforme maturação do biofilme (de 24-72 horas) foi somente observado de 
ciprofloxacina para uma amostra de EAEC (6A) e de ampicilina para ATCC 25922 
(Tabela 9). 
Tabela 9 - Concentração mínima inibitória de biofilme (MBIC) de amostras de EAEC em biofilme em 
diferentes tempos de crescimento (24, 48 e 72 horas). 
Amostras 
E.coli/EAEC 
MBIC (µg/mL)/Tempo de maturação do biofilme (horas) 
Ciprofloxacina Ampicilina Tobramicina Cefoxitina 
24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 
ATCC 25922 0,03 0,06 0,03 16 32 64 2 2 4 64 64 32 
6A 0,06 0,12 0,24 - - - 2 2 2 - - - 
39B 0,06 0,06 0,03 - - - 2 2 4 - - - 
89A 0,06 0,12 0,06 16 16 32 - - - - - - 
139D - - - 16 16 32 4 2 4 - - - 
Q158A 0,06 0,06 0,12 - - - - - - 64 64 32 
Q193A - - - - - - - - - 32 32 16 
Q226A 0,06 0,12 0,12 - - - - - - - - - 
Q255D - - - - - - - - - 32 16 16 
Q266B 0,03 0,03 0,06 - - - - - - - - - 
 
5.5.2 Concentração Mínima de Erradicação de Biofilme (MBEC) 
A tolerância do biofilme à presença do antimicrobiano por 24 horas de incubação foi 
determinada a partir de: (i) leitura visual (colorimétrica) conforme desenvolvimento 
da coloração rósea em decorrência da redução do TTC 0,05% pelas células viáveis 
(Figura 13) e; (ii) detecção de crescimento bacteriano após repique do último poço 
com coloração rósea e as demais incolores após incubação com TTC (Figura 14). 
Os valores de MBEC, medida de tolerância, foram sempre superiores na detecção 
de células viáveis em relação à leitura visual com TTC (Tabela 10). Foram 
considerados então como valores de tolerância de biofilme o resultado obtido pela 
contagem de células viáveis. A MBEC pela contagem de células viáveis, com 
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exceção de uma mesma amostra para cefoxitina e cefotaxima (39B), foi sempre 
superior a ultima concentração analisada (Tabela 10). 
Figura 13 - Biofilme recuperado do peg-lid por sonicação, após tratamento com ceftriaxona (0,12 – 
3,84µg/mL) e incubação com TTC 0,05%. Controle de esterilidade: somente CAMHB. Controle de 
crescimento: bactéria com CAMHB. Diluições de antimicrobiano: bactéria e CAMHB com 
antimicrobiano. Poços coloridos: indica presença de células viáveis. A diluição a partir da qual foi feito 
repique para determinação de células viáveis está demonstrada com seta vermelha para amostra 6A 
e seta azul para as demais amostras. CAMBH: caldo Mueller Hinton-cátion ajustado. 
 
 
Figura 14 - Detecção de células viáveis de EAEC 89A após tratamento com diferentes concentrações 
de ceftriaxona para determinação da MBEC. Os inóculos foram feitos em ágar nutriente a partir de 
microplaca previamente incubada com TTC 0,05%. 
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Tabela 10 - Concentração Mínima de Erradicação de Biofilme (MBEC) de amostras de EAEC em biofilme para alguns antimicrobianos com adição de cloreto 
de trifenil tetrazólio 0,05% e detecção de células viáveis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
*TTC: cloreto de trifenil tetrazólio; CV**: detecção de células viáveis. CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; 
CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina. 
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MBEC (µg/mL) 
CFO CTX CRO TOB TET CIP 
TTC* CV** TTC* CV** TTC* CV** TTC* CV** TTC* CV** TTC* CV** 
F
ra
c
o
 
6A 32 >64 >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128 >128 0,24 >1,92 
89A 16 >64 3,84 >7,68 >4 >4 >16 >16 >128 >128 0,06 >1,92 
139D 16 >64 >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128 >128 0,06 >1,92 
110C 16 >64 >7,68 >7,68 >4 >4 >16 >16 >128 >128 0,03 >1,92 
Q016B - - - - 1,92 >4 - - - - - - 
Q304A - - - - >4 >4 - -  - - - 
Q320A - - - - >4 >4 - -  - - - 
F
o
rt
e
 
39B 8 16 1,92 3,84 2 >4 8 >16 64 >128 0,03 >1,92 
146A 32 >64 >7,68 >7,68 2 >4 >16 >16 - - 0,24 >1,92 
164A 32 >64 >7,68 >7,68 2 >4 >16 >16 - - 0,24 >1,92 
Q124A - - - - - - - - >128 >128 - - 
Q255D 32 >64 >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128 >128 0,24 >1,92 
Q340A - - - - - - - - >128 >128 - - 
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Todos os valores de MBEC foram ≥MBIC (Tabela 11).  
 
Tabela 11 - Valores de MBIC e MBEC em sistema peg-lid pela detecção de células viáveis de 
amostras de EAEC (n=13). 
CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina. 
  
B
io
fi
lm
e
 
 
A
m
o
s
tr
a
 
E
A
E
C
 MBIC/MBEC (µg/mL) 
CFO CTX CRO TOB TET CIP 
F
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c
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6A 8/>64 4/>7,68 - 2/>16 16/>128 0,06/>1,92 
89A 8/>64 1,92/>7,68 2/>4 1/>16 32/>128 0,03/>1,92 
139D 8/>64 4/>7,68 - 2/>16 16/>128 0,015/>1,92 
110C 8/>64 0,24/>7,68 1/>4 1/>16 32/>128 0,0075/>1,92 
Q016B - - 2/>4 - - - 
Q304A - - 4/>4 -  - 
Q320A - - 4/>4 -  - 
F
o
rt
e
 
39B 8/16 1,92/3,84 2/>4 2/>16 64/>128 0,03/>1,92 
146A 8/>64 3,84/>7,68 2/>4 8/>16  0,0075/>1,92 
164A 4/>64 7,68/>7,68 4/>4 2/>16  0,0075/>1,92 
Q124A - - - - 16/>128 - 
Q255D 16/>64 1,92/>7,68 - 1/>16 64/>128 0,015/>1,92 
Q340A - - - - 32/>128 - 
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6 DISCUSSÃO 
A diarreia bacteriana é ainda um problema importante em países em 
desenvolvimento, e embora muitas vezes seja auto-limitada, a OMS indica terapia 
antimicrobiana para tratamento da diarreia persistente causada pela EAEC (WORLD 
HEALTH ORGANIZATION, 2016). Como a característica marcante da patogênese 
da EAEC se baseia na formação de biofilme, a falência no tratamento pode ocorrer, 
mesmo que elas apresentem o fenótipo de sensibilidade nos testes de 
susceptibilidade a antimicrobianos. Como, até o momento, nenhum estudo foi 
realizado com biofilme de EAEC neste sentido, nós determinamos o impacto do 
biofilme na susceptibilidade a oito classes de antimicrobianos para os quais as 
amostras foram sensíveis em forma plantônica, incluindo aqueles indicados para o 
tratamento empírico (KONG et al., 2015), e apontamos aqueles que seriam 
ineficazes assim como os que poderiam levar ao sucesso terapêutico. 
Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos que direcionam a terapia 
antimicrobiana são realizados com as bactérias na sua forma plantônica (DORING et 
al., 2012). Assim sendo, estes resultados não podem ser utilizados para sugerir o 
tratamento para infecções com biofilme. Portanto, é crescente o interesse no 
desenvolvimento de testes de susceptibilidade específicos para o biofilme bacteriano 
(MACIÁ et al., 2014). 
Em nosso estudo, optamos pelo uso do sistema miniaturizado peg-lid (“dispositivo 
Calgary”), descrito por Ceri, Olson e Stremick (1999) como o que reproduz 
verdadeiramente a aderência da população bacteriana para testes de 
susceptibilidade, além de apresentar reprodutibilidade e homogeneidade em cada 
peg. De acordo com Harrison et al. (2010), este sistema promove a formação do 
biofilme em volta dos pegs com a vantagem de eliminar a agregação bacteriana que 
ocorre por sedimentação dos microrganismos quando da análise da MBIC formado 
em poços da microplaca. Estes dados corroboram com os resultados do nosso 
estudo, pois comparando a DO entre os poços da microplaca e pegs, observamos 
valor sempre superior para os poços da microplaca em relação aos pegs, indicando 
que teria havido agregação bacteriana nos poços. Além disso, apresenta praticidade 
de manejo, reduzindo tempo de trabalho e a possibilidade de contaminação. Porém 
para o estabelecimento desse sistema, há necessidade de realizar padronizações e 
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de verificar a calibração para garantir o controle de inóculo e homogeneidade de 
produção de biofilme em todos os pegs da tampa da microplaca. 
O inóculo bacteriano utilizado nos testes de susceptibilidade a antimicrobianos, que 
deve estar com concentração padronizada de microrganismos, é usualmente 
determinado através de comparação com uma escala de turvação (McFarland) 
(CLSI 2016). Entretanto, realizamos o controle do inóculo através de diluições 
sucessivas e repique para meio de crescimento bacteriano para avaliar a contagem 
bacteriana esperada, como proposto por Harrison et al., (2010). Este procedimento 
revelou que a comparação com a escala de McFarland que poderia incorrer em 
subjetividade, apresentou número de UFC compatível com o esperado. A partir de 
então, o inóculo foi determinado por comparação com escala de McFarland, mas 
também certificado por meio da leitura da DO650 para minimizar erros subjetivos.  
Em todos os testes realizados de susceptibilidade a antimicrobianos, sejam eles 
qualitativos ou quantitativos, exige-se o controle de qualidade com cepas padrão que 
possuem perfil de susceptibilidade pré-determinado pelo CLSI ou EUCAST. Das 
cepas preconizadas, a E. coli ATCC 25922 é indicada para teste com 
enterobactérias (CLSI 2016). Para que ela fosse utilizada como controle da 
concentração de antimicrobiano que entraria no sistema, era necessário ter 
determinado o MBIC desta amostra visto que, somente um estudo descreveu a 
MBIC para esta cepa (CERI et al., 1999). Entretanto, dentre os nove antimicrobianos 
utilizados em nosso estudo, Ceri et al. (1999) analisaram somente três deles, quais 
sejam, a cefotaxima, tobramicina e ciprofloxacina. A MBIC destes antimicrobianos 
diferiu em apenas uma ou duas diluições em relação à do presente estudo e foi igual 
para ciprofloxacina. Porém, como o estudo deles não trazia valores de MBIC para 
todos os antimicrobianos que testamos e, mais importante ainda, o procedimento 
diferia em relação ao do presente estudo, determinamos a MBIC de todos os 
antimicrobianos para a ATCC 25922, que passou a ser utilizada em nossos 
experimentos. Além desta cepa de referência E. coli, analisamos as cepas protótipos 
EAEC 042 e EAEC 17-2, para as quais ainda não se tem conhecimento da MBIC ou 
MBEC, e são cepas de acesso mundial. Pelos resultados obtidos, observamos a 
sensibilidade destas cepas em biofilme somente para ciprofloxacina e tobramicina, 
sendo resistente para os demais antimicrobianos testados. 
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Vários estudos mostram que o biofilme pode levar a um aumento na resistência aos 
antimicrobianos de até 1000 vezes em relação à forma plantônica (CERI et al., 1999; 
FERREIRA, LEAO, D’ALINCOURT, 2010). Em nosso estudo houve um aumento na 
concentração de antimicrobiano para inibir biofilme de dois a até 4.266,7 vezes o 
valor da CMI para as amostras que passaram a ser resistentes.  
Apesar dos pontos de corte para bactérias em biofilme não estarem estabelecidos 
até o momento, comparações dos parâmetros farmacodinâmicos das bactérias em 
sua forma plantônica e em biofilme tem fornecido informações importantes. Por 
exemplo, dados avaliados para diferentes microrganismos destacam que biofilme 
leva a um aumento de mais de uma diluição na MBIC em relação à CMI para a 
maioria dos antimicrobianos (MOSKOWITZ et al., 2004; HENGZHUANG et al., 
2011). Consideramos então o ponto de corte descrito para células plantônicas de 
enterobactérias (CLSI 2016), e observamos que biofilme de EAEC foi resistente ou 
com resistência intermediária à ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol e 
sulfametoxazol/trimetoprim. As cefalosporinas de terceira geração, ceftriaxona e 
cefotaxima, apresentaram baixa atividade (somente 15% e 10% foram sensíveis, 
respectivamente). Por outro lado, observamos ótima atividade de ciprofloxacina 
(95%) em biofilme de EAEC e boa atividade de cefoxitina e tobramicina (80% e 75%, 
respectivamente). 
Alguns estudos reportam que a maioria das infecções por EAEC são tratadas com 
sucesso com fluoroquinolonas como a ciprofloxacina (HAIDER et al., 1992; WANKE 
et al., 1998; GLANDT et al., 1999; GUERRANT et al., 2001). Tseng et al. (2013) e 
Kwiecinska-Piróg et al., (2013) mostraram eficácia da ciprofloxacina na inibição do 
Pseudomonas aeruginosa (n= 63) e Proteus mirabilis (n= 50) em biofilme, sendo 
para este observado 64% de sensibilidade, embora em nível inferior  ao observado 
em nosso estudo com EAEC (95% de sensibilidade). Logo, a ciprofloxacina 
aparentemente apresenta ou pode apresentar atividade em biofilme de 
Pseudomonas, P. mirabilis e, pelos nossos achados e com atividade ainda superior, 
também de EAEC. Esta fluoroquinolona supostamente permeia eficientemente estes 
biofilmes, embora a constituição do EPS seja distinta entre essas espécies: em E. 
coli é constituído por ácido colânico, celulose e PGA, em P. aeruginosa é formado 
por alginato, enquanto em P. mirabilis, por homo ou heteropolissacarídeos ainda não 
determinados (COSTERTON et al., 1995; LÓPEZ et al., 2010; SANTOS et al., 2010; 
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MORYL et al., 2014). Porém, os mecanismos que respondem pela limitada atividade 
dos antimicrobianos em biofilme de EAEC não foram investigados por nós. No que 
diz respeito à tobramicina, é possível que a resistência esteja relacionada a uma 
menor difusibilidade do antimicrobiano através da matriz polissacarídica, 
complexação com seus constituintes, ou ainda, redução da taxa de crescimento 
bacteriano (ALIPOUR et al., 2009). Tseng et al. (2013) observaram que a 
tobramicina é sequestrada na matriz do biofilme de P. aeruginosa, o que sugere uma 
menor difusibilidade do antimicrobiano através da matriz. De fato, observamos que 
biofilme de amostras fortes formadoras apresentou DO significantemente superior ao 
das fracas formadoras.  
Quanto às cefalosporinas de terceira geração (cefotaxima e ceftriaxona), para as 
quais observamos alta taxa de resistência de biofilme dentre as EAEC, pode estar 
relacionado também a uma redução da taxa de crescimento ou a uma barreira pela 
EPS. De acordo com esta hipótese, os antimicrobianos falham na penetração do 
biofilme, de modo que em algumas regiões do biofilme, a bactéria simplesmente não 
é exposta a concentrações efetivas do antimicrobiano (COSTERTON et al., 1987). A 
observação da DO de biofilme das amostras de EAEC fortes formadoras foi 
significantemente superior ao das fracas formadoras para ceftriaxona, sugerindo que 
o EPS pode estar servindo como barreira à ação deste antimicrobiano. 
O fato de 100% dos biofilmes de EAEC serem resistentes ou de resistência 
intermediária à ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim é preocupante, 
pois todos estes são indicados para tratamento empírico da diarreia causada por 
EAEC (KONG et al., 2015). Portanto, estes dados apontam para falência terapêutica 
quando do uso destes antimicrobianos.  
Nossos achados corroboram os estudos de May et al., (2009) que demonstraram 
que o biofilme de E. coli foi 1.000 vezes mais resistente à tetraciclina do que as 
células plantônicas. Eles atribuíram essa resistência ao aumento da expressão de 
bombas de efluxo para tetraciclina (MAY et al., 2009). O tipo de resistência depende 
da presença do antimicrobiano, e pode ser específico ou não específico para um 
antimicrobiano em particular. Um mecanismo universal não específico é a formação 
de bombas de efluxo (WHITELEY et al., 2001), que pode ser uma hipótese para a 
ineficácia desses antimicrobianos em nosso estudo. 
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Na análise da curva de crescimento do biofilme, observamos que não houve 
incremento significativo após as 24 horas de formação do biofilme o que justifica 
nossos experimentos realizados para todos os antimicrobianos com 24 horas de 
formação, correspondente ao biofilme maduro. Da mesma forma, Adamus-Bialek 
(2015) realizou a cinética de crescimento de biofilme de E. coli uropatogênica (24, 
48, 72 e 96 horas) e observou que após 24 horas não houve diferença significativa 
na formação do biofilme. No nosso caso, como ocorria ainda um ligeiro incremento 
do biofilme de EAEC após 24 horas, testamos biofilme de 48 e 72 horas de algumas 
cepas e amostras que se mantiveram sensíveis ou de resistência intermediária a 
alguns antimicrobianos selecionados (ciprofloxacina, ampicilina, tobramicina e 
cefoxitina). Exceto para duas amostras para as quais observamos um aumento 
progressivo na MIBIC, mas de apenas uma diluição (ATCC 25922 para ampicilina e 
6A para ciprofloxacina), não houve aumento na MBIC entre os diferentes tempos de 
crescimento de biofilme. Isso significa que os testes foram realizados com biofilme já 
maduro e daí podemos inferir sua sensibilidade e resistência com alguma 
segurança. 
Como a EPS pode servir de barreira à penetração de antimicrobianos, é possível 
que amostras fortes formadoras de biofilme apresentem maior resistência do que as 
fracas formadoras. Em nosso estudo, observamos que as fortes formadoras 
apresentaram resistência de seis a oito antimicrobianos enquanto as fracas 
formadoras de biofilme, de quatro a sete antimicrobianos, não significativo. Estudo 
com E. coli uropatogênica evidenciou que amostras fortes formadoras de biofilme 
são mais resistentes aos agentes antimicrobianos que as amostras fracas 
formadoras de biofilme (PONNUSAMY et al., 2012). Em nosso estudo observamos 
que houve diferença entre as amostras fracas e fortes formadoras quando 
comparamos a mediana dos antimicrobianos no gráfico de box-plot, somente para 
tobramicina, ceftriaxona e tobramicina, indicando que nestes casos a matriz de EPS 
corroborou para redução da ação dos antimicrobianos. 
Para a tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim, o intervalo de MBIC 
não diferiu entre as amostras fortes e fracas formadoras de biofilme, mas todas 
foram resistentes, ou seja, independeu da quantidade do biofilme formado, mas 
possivelmente de sua constituição bioquímica. Sahal & Bilkay (2014), mostraram 
que amostras de S. epidermidis fortes formadoras de biofilme formam tensões que 
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exibem um aumento da resistência antimicrobiana e a razão disto pode estar 
supostamente relacionado com alterações genéticas que refletem na matriz do 
biofilme. Da mesma forma, componentes da matriz do biofilme de EAEC interfiririam 
na penetração do antimicrobiano, fenômeno este que responderia pela diferença no 
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em biofilme. 
Levando em consideração a possibilidade de que, mesmo sendo o biofilme sensível 
a um dado antimicrobiano, possa haver falência do tratamento por dificuldade de 
ação conjunta da resposta do hospedeiro, especialmente quando se tratar de 
antimicrobianos bacteriostáticos, investigamos então a capacidade de sobrevivência 
da bactéria em presença do antimicrobiano, ou seja, de tolerância (MBEC). Para 
isso o TTC foi utilizado e baseia-se no desenvolvimento de uma coloração rósea 
quando há células viáveis que reduzem o composto a formazana (BROWN et al., 
2013). Quando comparado com o método de pesquisa de células viáveis o TTC 
mostrou valores de MBEC menores e não deve, portanto, ser usado para este fim. 
Mesmo assim, observamos que o TTC foi de duas a até 256 vezes maior do que a 
MBIC para as amostras de EAEC testadas. A MBEC baseada em células viáveis foi, 
para praticamente todas as amostras, no mínimo igual à maior concentração testada 
do antimicrobiano. 
Estes resultados nos mostram que mesmo biofilmes de EAEC sensíveis ao 
antimicrobiano, como foi à ciprofloxacina ou mesmo à cefoxitina e tobramicina, a 
eficácia in vivo do tratamento com estes antimicrobianos não pode ser assegurada, 
visto que temos bactérias tolerantes, e se ainda existe integridade da matriz do 
biofilme, poderá haver restrição à resposta do hospedeiro e comprometimento do 
controle do microorganismo.  
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6.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
É de grande importância se conhecer o perfil de susceptibilidade de bactérias para 
que o tratamento possa ser iniciado com algum grau de sucesso antes mesmo do 
resultado laboratorial, que demanda em torno de três dias. Porém, considerando-se 
bactérias formadoras de biofilme, como é o caso da EAEC, torna-se ainda mais 
relevante determinar aqueles antimicrobianos que seriam eficazes ou aqueles para 
os quais a bactéria seria refratária.  
Neste sentido, este estudo mostrou que ciprofloxacina apresenta ótima atividade 
bem como a cefoxitina e tobramicina, embora com atividades um pouco menor. 
Porém, qual o impacto in vivo da sobrevivência de microrganismos mesmo em 
biofilme sensível ao antimicrobiano, como à altamente eficaz ciprofloxacina, ainda 
não pode ser inferido.  
Devemos considerar que os testes de susceptibilidade de biofilme ainda não 
resultam em previsão confiável de sucesso terapêutico (CIOFU et al., 2017). Maciá 
et al. (2014) argumentam que embora a MBIC com dispositivo Calgary (peg-lid) não 
possa prever o sucesso terapêutico em infecção com biofilme, com alguma 
segurança podemos excluir o uso de antimicrobianos que se mostrem ineficazes. 
Kong et al. (2015) sugeriram o tratamento empírico de infecção por EAEC com 
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclinas e quinolonas. Com o nosso 
estudomostramos que, à exceção da quinolona ciprofloxacina, todos os biofilmes 
foram resistentes aos demais antimicrobianos. Portanto, os nossos resultados 
mostram que ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclinas não devem ser 
prescritas para tratamento por EAEC. 
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7 CONCLUSÃO 
 
 Ciprofloxacina é o antimicrobiano com maior eficácia em biofilme, seguido de 
cefoxitina e tobramicina, portanto poderiam ser indicados para tratamento 
empírico; 
 As cefalosporinas de 3ª geração (cefotaxima e ceftriaxona) apresentam 
atividade muito baixa contra biofilme de EAEC, enquanto que, ampicilina, 
tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim são ineficazes para 
biofilme de EAEC e levariam a uma possível falência terapêutica; 
 Biofilme de EAEC matura com 24 horas de incubação;  
 Não houve diferença de atividade dos antimicrobianos em biofilme com 48 ou 
72 horas; 
 De modo geral, não houve relação entre a intensidade do biofilme (forte e 
fraco) e susceptibilidade aos antimicrobianos, exceto para ampicilina, 
ceftriaxona e tobramicina;  
 A menor concentração de antimicrobianos para erradicar EAEC em biofilme 
foi superior às maiores concentrações testadas em quase todas as amostras, 
indicando a dificuldade de controle destes microrganismos. 
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ANEXO A - Estudos que realizaram testes de susceptibilidade para isolados de EAEC formadoras e não formadoras de biofilme 
e percentagem de resistência aos antimicrobianos 
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ASB 5,1 - - - - - - - - - - - - - - - 14,7 - - 60,7 - 
AMC 0,0 49,2 - 0,0 - - - - - - 51,1 0,0 21,0 - - 50,0 - 2,1 69,6 29,4 44,5 
CFZ 3,8 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 63,6 - 
CFO 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 6,1 - 
CTX 0,0 - - - - - - - 26,7 3,5 - - - - 66,6 42,9 - - 78,3 42,1 - 
CRO 1,3 - - - - 14,0 - - - - 0,0 - - - - - 0,0 0,8 91,3 - 39,5 
CAZ 0,0 - - - - 33,1 - - - - 2,2 - - - 60,3 - 0,0 0,8 - 17,8 - 
CPM 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 16,4 85,0 
AZT 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 27,1 - 
MER 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0 - 
IMP 0,0 - - - - - - - 0,0 - - - - - - - 0,0 - 0,0 0,0 - 
TOB 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
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AMI 0,0 - - - - 6,6 - - - - - - - - - - 1,5 - - 5,1 - 
TET 28,2 20,6 87,7 64,0 95,4 79,3 94,0 66,7 - 79,3 57,8 64,0 76,0 73,0 80,9 64,3 42,7 - 78,3 64,5 33,5 
CLO 3,8 44,4 57 28,0 46,5 44,6 19,0 - 87,2 27,6 - 28,0 46,0 39,0 - 35,7 - 11,2 73,9 - 18,5 
CIP 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 41,3 - - 0,0 0,0 2,2 2,0 4,0 1,0 63,4 0,0 - 1,2 0,0 31,8 39,5 
SUT 28,2 23,8 90,8 48,0 74,0 - 88,0 - 91,9 72,4 71,1 48,0 56,0 85,0 84,1 71,4 30,9 73,4 95,7 59,3 33,5 
aAMP:Ampicilina; ASB: Ampicilina/sulbactam; AMC: Amoxicilina/clavulanato; CFZ: Cefazolina;  CFO: Cefoxitina; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; AZT: 
Aztreonam; MER: Meropenem; IPM: Imipenem; TOB: Tobramicina; GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TET: Tetraciclina; CLO: Cloranfenicol; SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprim; CIP: 
Ciprofloxacina. bRealizados no LabViG com amostras formadoras e não formadoras de biofilme. 
